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TRANSKRIPCIONA REGULACIJA RAZVOJA I
HIPERPLAZIJE MRKOG MASNOG TKIVA
REZIME
Mrko masno tkivo (engl, brown adipose tissue, BAT) je specijalizovano
]D SURGXNFLMX WRSORWH ]DKYDOMXMXþL SULVXVWYX GHNXSOXMXþHJ SURWHLQD
(engl. uncoupling protein 1, UCP1) koji se nalazi u unutraånjoj
membrani mitohondrija. Kada je stimulisano, BAT se transformiåe iz
QHDNWLYQRJ GRUPDQWQRJ REOLND X KLSHUSODVWLĀQL WHUPRJHQR DNWLYQL
RUJDQ ,]ODJDQMH KODGQRþL GRYRGL GR ELRKHPLMVNLK PRUIRORåNLK L
FLWRORåNLK SURPHQD X WNLYX 3RYHþDYD VH HNVSUHVLMD 8&3 VLQWH]D
proteina i DNK, kao i proces biogeneze mitohondrija i peroksizoma.
3RUHGWRJD LQGXNFLMD WHUPRJHQH]HGRYRGLGRSRYHþDQMDPDVH%$7SUH
VYHJDQDUDĀXQQMHJRYHKLSHUSOD]LMH3URFHVDGLSRJHQH]HXVNRSRYH]DQ
sa procesom angiogeneze se odvija kroz nekoliko stupnjeva i
SRGUD]XPHYDSUROLIHUDFLMXLGLIHUHQFLMDFLMXSUHNXVRUVNLKþHOLMDSULVXWQLK
u BAT. Sve navedene promene su pod kontrolom mreçe transkripcionih
faktora koji koordiniåu ekspresiju brojnih proteina odgovornih za
stvaranje krajnjeg fenotipa mrkih adipocita. Iako su do sada
LGHQWLILNRYDQL EURMQL WUDQVNULSFLRQL IDNWRUL XNOMXĀHQL X SURFHV
KLSHUSODVWLĀQRJRGJRYRUDQHPDGRYROMQRSRGDWDNDRQMLKRYRMHNVSUHVLML
WRNRP UDQLK ID]D L]ODJDQMD KODGQRþL &LOM RYRJ LVWUDçLYDQMD MH ELR GD
utvrdi molekulske mehanizme koji se nalaze u osnovi procesa aktivacije
%$7WUDQVNULSFLRQHIDNWRUHLSURWHLQHXNOMXĀHQHXUDQHID]HSUROLIHUDFLMH
L GLIHUHQFLMDFLMH %$7 NRG SDFRYD L]ODJDQLK KODGQRþL NDR L WRNRP X
razvoja humanog BAT u fetalnom periodu. U tu svrhu, pacovi soja Mill
Hill su podeljeni u sedam eksperimentalnih grupa, od kojih je jedna bila
NRQWUROQDGRNMHSUHRVWDOLKåHVWL]ODJDQRKODGQRþLqC) u periodu od
3, 6, 12, 24, 48 i 72 sata. Interskapularni depo BAT pacova je izolovan i
pripremljen za RT-PCR i Western blot analizu, svetlosnu i elektronsku
mikroskopiju. Za ispitivanje ekspresije transkripcionih faktora i
SURWHLQDXNOMXþHQLKX UD]YRM%$7ĀRYHNDNRULåþHQL VXX]RUFLKXPDQLK
fetusa starosti XV-XXIII nedelje, pripremljeni za Western blot analizu,
svetlosnu i elektronsku mikroskopiju. Rezultati su pokazali da se u
RVQRYL SRYHþDQMD PDVH WNLYD QDMYHþLP GHORP QDOD]L KLSHUSOD]LMD
SUHNXUVRUVNLK L HQGRWHOVNLK þHOLMD L GD MH RYDM SURFHV SRG VWURJRP
kontrolom transkripcionih faktora. äta viåe, pokazana je stogo
NRRUGLQLVDQDHNVSUHVLMDNOMXĀQLKUHJXODWRUDWHUPRJHQRJRGJRYRUDUCP1,
33$5Ǆ engl. SHUR[LVRPH SUROLIHUDWRUDFWLYDWHG UHFHSWRU Ǆ L 3*&ǂ
(engl. 33$5ǄFRDFWLYDWRU ǂ) u BAT pacova i humanih fetusa. Pored
WRJD XRĀHQD MH VLQKURQL]DFLMD JHQVNH L SURWHLQVNH HNVSUHVLMH
UHJXODWRUQLK SURWHLQD SURFHVD DGLSR L DQJLRJHQH]H åWR MH SUDþHQR
RGJRYDUDMXþLP VWUXNWXUQLP SURPHQDPD WNLYD 6YH QDSUHG QDYHGHQH
SURPHQH SUDþHQH VX XOWUDVWUXNWXUQLP SURPHQDPD YDQþHOLMVNRJ
matriksa u FLOMXRPRJXþDYDQMDUDVWDWNLYD
./-8ÿ1( 5(ÿ, PUNR PDVQR WNLYR KLSHUSOD]LMD KODGQRþD




TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF BROWN ADIPOSE
TISSUE HIPERPLASIA AND DEVELOPMENT
Abstract
Brown adipose tissue (BAT) is highly specialized mammalian organ and
is more abundant in hibernating, cold-acclimated and newborn
mammals, where it plays key role in thermogenesis. The BAT function is
related to uncoupling protein 1 (UCP1), located in the inner
mitochondrial membrane. Cold expossure activates sympathetic
nervous system which triggers BAT thermogenic program. This complex
process on biochemical, morphological and cell levels includes:
increased UCP1 expression, precursor cells proliferation and
differentiation, mitochondrial and peroxisomal biogenesis, and
angiogenesis. Those events rapidly transform „dormant“ tissue into a
hyperplastic, active adipose organ. All changes are controled by
numerous transcription factors which coordinate expression of many
proteins responsible for acquiring of mature brown adipocyte
phenotype. The aims of this study were to determine the molecular
mechanisms that underlie the process of BAT activation, transcription
factors and proteins involved in the early stages of proliferation and
differentiation in rats exposed to cold, as well during BAT development.
Mill Hill rats were exposed to cold (4±1 °C) for 3, 6, 12, 24, 48 and 72
hours. Interscapular BAT was isolated and prepared for qRT-PCR,
Western blot analisys, light and transmision electron microscopy. To
study the expression of transcription factors and proteins involved in
BAT development, tissue samples from human fetuses XV-XXIII weeks
old were prepared for Western blot analisys, light and transmision
electron microscopy. The result showed that BAT hiperplastic response
is based on the proliferation of brown adipocyte precursors and
endothelial cells, and that this process is under tight control of many
transcription factors. Morever, this process is strongly coordinated by
H[SUHVVLRQRINH\UHJXODWRUVRI%$7WKHUPRJHQLFUHVSRQV8&333$5Ǆ
SHUR[LVRPH SUROLIHUDWRU DFWLYDWHG UHFHSWRUǄ DQG 3*&ǂ 33$5Ǆ
FRDFWLYDWRUǂ LQ ERWK UDWV DQG KXPDQ %$7 ,Q DGGLWLRQ WKHUH LV
evident synchronization of gene and protein expression involved in
adipogenesis and angiogenesis with ultrastructural changes observed in
the tissue. All of the above changes were followed by structural changes
of extracellular matrix, to ensure proper tissue growth and expansion.
Taken together, the results show that BAT amazing plasticity which
enables rapid tissue termogenic response is strongly controlled by
transcription factors network in both, cold-induced BAT hyperplasia
and fetal BAT development.
KEY WORDS: brown adipose tissue, hyperplasia, cold, transcription
factors, adipogenesis, angiogenesis
SCIENTIFIC FIELD: BIOLOGY
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1.1. STRUKTURA I FUNKCIJA MRKOG MASNOG TKIVA
Mrkom masnom tkivu (engl. brown adipose tissue, BAT) od kada
MH SUYL SXW RSLVDQR *HVVQHU  SULSLVLYDQH VX UD]OLĀLWH XORJH
VPDWUDQMHGHORPWLPXVDHQGRNULQLPRUJDQRPLRUJDQRPNRMLXĀHVWYXMH
u formiranju krvi. Na osnovu njegove mikroskopske strukture, BAT je
okarakterisan kao modifikovana vrsta belog masnog tkiva (engl. white
adipose tissue, WAT) ili endokrini organ (Johanson, 1959; Smith i
+RUZLW]  $I]HOLXV  5D]OLĀLWH IL]LRORåNH XORJH NRMH VX
pripisivane BAT tokom godina razlog su åto je smatrano
KLEHUQLUDMXþRP LQWHUVNDSXODUQRP OLSRLGQRP çOH]GRP L ĀDN
primitivnim masnim tkivom (Rial i Gonzales-Barroso, 2001).
Sredinom dvadesetog veka jasno je pokazana sposobnost BAT da
aktivno produkuje toplotu (Smith i Hock, 1963) i time ustanovljena
njegova primarna funkcija u odrçavanju telesne temperature, a takva




Noviji podaci su objedinili sve karakteristike BAT kroz istoriju
SURXĀDYDQMDLRNDUDNWHULVDOLJD]DMHGQRVD:$7Slika 1) kao jedinstveni
DGLSR]QL RUJDQ &LQWL 2YDNDYQD]LY MH QDQHNL QDĀLQ RSUDYGDQ
LPDMXþLXYLGXGD%$7QHVDPRGDLPDVSRVREQRVWGDGHSRQXMHOLSLGH
YHþ MH L]X]HWQR SURNUYOMHQ LPD XORJX HQGRNULQRJ RUJDQD L KLVWRORåNL
posmatrano, jednim delom jeste modifikovano WAT åto se jasno vidi
NUR]SURFHVWUDQVGLIHUHQFLMDFLMHDGLSRFLWD/RQĀDU&LQWL
%$7MHSULVXWDQNRGKLEHUQDWRUDPDOLKVLVDUDL]ODJDQLKKODGQRþLL




BAT podleçe ultrastrukturnim i molekulskim promenama, akumulira
lipide i transformiåe se u WAT.
Slika 1. Lokalizacija WAT i BAT kod pacova.,]ODJDQMHKODGQRþLGRYRGLGRSURPHQH
PDVH L RERMHQRVWL DGLSR]QRJ RUJDQD QD UDĀXQ SRYHþDQMD PLWRKRQGULMD L YHOLNH
prokrvljenosti BAT. Modifikovano iz: Cinti, 2009. Am J Physiol Endocrinol Metab. 297:
977-86.
%$7 VH RGOLNXMH GLQDPLĀQRP VWUXNWXURP L L]X]HWQRP
SODVWLĀQRåþX åWR VH QDMEROMH YLGL NDGD VH WNLYR VWLPXOLåH KODGQRþRP
1DLPH SUL L]ODJDQMX KODGQRþL GROD]L GR SRYHþDQMD PDVH %$7 L
stimulacije njegove termogene funkcije. U naåim prethodnim radovima
%X]DGçLþ L VDU  3HWURYLþ L VDU D DOL L UDGRYLPD GUXJLK




Slika 2. +LSHUSOD]LMD %$7 LQGXNRYDQD KODGQRþRP. BAT se odlikuje izuzetnom
SODVWLĀQRåþXNRMDVHRJOHGDXEU]RMLLQWHQ]LYQRMLQGXNFLMLSUHNXUVRUVNLKþHOLMDWRNRP
L]ODJDQMDKODGQRþL7RNRPVDWDPDVD%$7VHSRYHþD]DRNRQDMYHþLPGHORP
QD UDĀXQ SUROLIHUDFLMH L GLIHUHQFLMDFLMH þHOLMD WNLYD 1D QLYRX VYHWORVQH PLNURVNRSLMH
najizraçenije promene su zapaçene na nivou lipidnih tela, koja se usitnjavaju, i
NDSLODUQHPUHçHNRMDVHXYHþDYDYD]RGLODWDFLMRPLDQJLRJHQH]RP%$7NRQWUROQHJUXSH
LJUXSHL]ODJDQHKODGQRþLVDWDRGPDKSRL]RODFLMLa,b), odnosno na nivou svetlosne
mikroskopije (c,d2ULJXYHOLĀDQMH[
Slika 3. Presek BAT pacova na nivou svetlosne mikroskopije (SM). BAT pacova
ĀLQHQDMYHþLPGHORP RNRPUNLDGLSRFLWL MA LHQGRWHOVNHþHOLMH2VWDWDN WNLYD









Sa citoloåkog aspekta BAT se jasno razlikuje od WAT po boji, po
ĀHPXMHLGRELORQD]LYåWRMHSRVOHGLFDJXVWHNDSLODUQHPUHçHLEURMQLK
mitohondrija u mrkim adipocitima. Mitohondrije BAT se odlikuju
brojnim invaginacijama unutraånje membrane – kristama, u koje se
XJUDāXMH GHNXSOXMXþL SURWHLQ engl. uncoupling protein 1, UCP1)
VSHFLILĀDQ ]D RYH þHOLMH =DKYDOMXMXþL SULVXVWYX 8&3 RPRJXþHQR MH
YUDþDQMH SURWRQD L] PHāXPHPEUDQVNRJ SURVWRUD X PDWULNV
PLWRKRQGULMD ĀLPH VH HQHUJLMD QDVWDOD SUL RNVLGDFLML VXSVWUDWD QH
LVNRULåþDYD]DVLQWH]X$73YHþUDVLSDXYLGXWRSORWHSlika 4). Postojanje
ERJDWH YDVNXODUQH PUHçH RPRJXþDYD EU]R GRSUHPDQMH VXSVWUDWD L
kiseonika do tkiva, kao i transfer produkovane toplote u sve regione
organizma. Pored guste kapilarne mreçe, tkivo poseduje bogatu
VLPSDWLĀNX LQHUYDFLMXNRMDSRVUHGXMHXFHQWUDOQRMNRQWUROL WHUPRJHQRJ
procesa (Klingenspor, 2003).
Slika 4. Aktivacija mrkog masnog tkiva ,]ODJDQMH KODGQRþL GRYRGL GR SRMDĀDQRJ
RVOREDāDQMD QRUDGUHQDOLQD NRML VH YH]XMH ]D ǃ3DGUHQHUJLĀNH UHFHSWRUH L SRYHþDQMD
F$032YR]DSRVOHGLFXLPDDNWLYDFLMXKRUPRQVHQ]LWLYQHOLSD]HLRVOREDāDQMHPDVQLK
NLVHOLQDNRMHVHNRULVWHXSURFHVXǃRNVLGDFLMHLDNWLYDFLMH8&30RGLILNRYDQRL]Celi,









SRYHþDYD QLYR F$03 2YDM VHNXQGDUQL JODVQLN GRYRGL GR RVOREDāDQMD
NDWDOLWLĀNHVXEMHGLQLFHSURWHLQNLQD]H$NRMDVDGUXJHVWUDQHIRVIRULOLåH
EURMQH SURWHLQH XNOMXĀXMXþL KRUPRQVHQ]LWLYQX OLSD]X NOMXĀQL HQ]LP
OLSROL]H 2VORERāHQH PDVQH NLVHOLQH DNWLYLUDMX 8&3 L NRULVWH VH X
SURFHVXPLWRKRQGULMDOQH ǃRNVLGDFLMH .OLQJHQVSRU  +LSHUSOD]LMD
%$7 MH VWLPXOLVDQD ǃ1-AR (Himms-Hagen i sar., 1994; Klaus i sar.,
 GRN MH OLSROLWLĀND L WHUPRJHQD IXQNFLMD SRVUHGRYDQD QDMYHþLP
GHORPSUHNRǃ3-AR (Zhao i sar., 1998).
8SRUHGR VD DNWLYDFLMRP OLSROL]H L]ODJDQMH KODGQRþL GRYRGL GR
SUROLIHUDFLMHPUNLKDGLSRFLWDPLWRKRQGULRJHQH]HSRYHþDQMDHNVSUHVLMHL
DNWLYDFLMH 8&3 ELRJHQH]H SHURNVL]RPD NDR L SRYHþDQMD VLQWH]H
SURWHLQD51. L'1. +LPPV+DJHQ2WDåHYLþ L VDU2YL
SURFHVL GRYRGH GR SRYHþDQMDPDVH WNLYD SUH VYHJD SXWHP KLSHUSOD]LMH
tkiva (Suter, 1969; Bukowiecki i sar., 1986), odnosno proliferacije
LQWHUVWLFLMVNLKþHOLMDSUHDGLSRFLWDLHQGRWHOVNLKþHOLMDDOLLGLIHUHQFLMDFLMH
preadipocita koje karakteriåe indukcija UCP1 ekspresije, biogeneza
PLWRKRQGULMD L QDJRPLODYDQMH OLSLGD .ODXV  .RUDþ L VDU 
3HWURYLþLVDU
Procesi konverzije unilokulusnih mrkih adipocita, koji u
citoplazmi poseduju jedno veliko lipidno telo u multilokulusni adipocit,
VD YHþLP EURMHP VLWQLMLK OLSLGQLK WHOD L UD]YRM NDSLODUD DQJLRJHQH]D
WDNRāHVXVDVWDYQLLQHRGYRMLYLGHRDNWLYDFLMH%$7&LQWL2WDåHYLþ
i sar., 2011).
Svi navedeni procesi su na molekulskom nivou regulisani brojnim
IDNWRULPD PHāX NRMLPD NOMXĀQX XORJX LPDMX 8&3 33$5Ǆ engl.
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SHUR[LVRPH SUROLIHUDWRUDFWLYDWHG UHFHSWRU Ǆ L 3*&ǂ engl 33$5Ǆ
FRDFWLYDWRUǂ3XLJVHUYHULVDU.OLQJHQVSRU
U zavisnosti od trajanja stimulusa, aktivnost i ekspresija UCP1 su
VSHFLILĀQR UHJXOLVDQH $NXWQR L]ODJDQMH KODGQRþL VH NDUDNWHULåH
SRUDVWRP ELRKHPLMVNH DNWLYQRVWL 8&3 SURWHLQD GRN MH KURQLĀQR
L]ODJDQMH KODGQRþL UHJXOLVDQR QD QLYRX JHQVNH HNVSUHVLMH L GLUHNWQR MH
povezano sa biogenezom mitohondrija (Puigserver i sar., 1992). Kao åto
MH LVWDNQXWRPDVQHNLVHOLQHRVORERāHQHXSURFHVXOLSROL]HVPDWUDMXVH
vaçnim regulatorom aktivnosti i funkcije UCP1, dok je genska ekspresija
8&3SRGQRUDGUHQHUJLĀNRPNRQWURORP
Pored toga, pokazano je da ekspresiju UCP1 reguliåe nekoliko
WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD XNOMXĀXMXþL UHFHSWRU ]D UHWLQRLĀQX NLVHOLQX
WLUHRLGQHKRUPRQH L33$5 IDPLOLMX 33$5ǂ33$5ǅ33$5ǄQXNOHXVQLK
receptora (Silva i Rabelo, 1997).
33$5ǄMHYLVRNRHNVSULPLUDQX%$7LSR]LWLYQRUHJXOLåHHNVSUHVLMX
JHQDXNOMXĀHQLKXSURFHVSUROLIHUDFLMHLGLIHUHQFLMDFLMH%$71HGHUJDDUGL
VDU  2Q WR ĀLQL X NRRSHUDFLML VD 3*&ǂ NRML NDR NRDNWLYDWRU
SRYHþDYD YHURYDWQRþX YH]LYDQMD 33$5Ǆ ]D UHJXODWRUQH VHNYHQFH FLOMQLK
gena (Puigserver i sar., 1998).
3*&ǂ MH GHILQLVDQ X %$7 NDR KODGQRþRPLQGXNRYDQL
WUDQVNULSFLRQLNRDNWLYDWRUQHRSKRGDQ]DHNVSUHVLMXJHQDXNOMXĀHQLKX
mitohondriogenezu i oksidativni metabolizam (Puigserver i sar., 1998).
Kao koaktivator brojnih transkripcionih faktora u procesu adipogeneze,
VPDWUDVHNOMXĀQLPUHJXODWRURPDGDSWLYQHWHUPRJHQH]HDOLQHLJODYQLP
regulatorom sazrevanja mrkih adipocita. Pokazano je da u odsustvu
3*&ǂL3*&ǃSUHDGLSRFLWLXNXOWXUL]DGRELMDMXNDUDNWHULVWLNH]UHOLK
adipocita, ali gube sposobnost mitohondriogeneze (Uldry i sar., 2006)
åto bi moglo biti od velike vaçnosti za proces regulacije uspostavljanja
termogenog fenotipa mrkih adipocita.
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1.2. TRANSKRIPCIONA REGULACIJA ADIPOGENEZE
Na osnovu brojnih in vitro studija pokazano je da tokom procesa
DGLSRJHQH]HþHOLMHVOLĀQHILEUREODVWLPDSUROD]HNUR]RGUHāHQHPRUIRORåNH
promene i diferenciraju se u zrele adipocite u roku od 4-6 dana kada se
L]ORçH RGJRYDUDMXþRM KRUPRQVNRM VWLPXODFLML *UHHQ L .HKLQGH 
Chapman i sar., 1984; Entenmann i Hauner, 1996).
Tabela 1..DUDNWHULVWLNHUD]OLĀLWLKVWXSQMHYDDGLSRJHQH]H0RGLILNRYDQRL]Lefterova i
Lazar, 2009. Trends Endocrinol Metab. 20: 107-14.
'LIHUHQFLMDFLMDDGLSRFLWDRGSUHNXUVRUVNLKþHOLMD MHVORçHQSURFHV
odigrava se kroz nekoliko stupnjeva (Tabela 1LXNOMXĀXMHNRPSOHNVQXL
visoko orkestriranu mreçu transkripcionih faktora. Istraçivanja u ovom
VPHUX VX GRGDWQR RWHçDQD ĀLQMHQLFRP GD VH JRWRYR VYDNRGQHYQR
SURQDOD]H L RSLVXMX QRYL IDNWRUL VLQHUJLVWLĀNRJ LLOL DQWDJRQLVWLĀNRJ
delovanja.
1DM]QDĀDMQLML L QDMYLåH LVSLWLYDQL WUDQVNULSFLRQL IDNWRUL X SURFHVX
DGLSRJHQH]H VX 33$5Ǆ L &(%3ǂ engl. CCAAT/enhancer-binding
SURWHLQ ǂ ,QGXNFLMD RYD GYD IDNWRUD NDUDNWHULVWLĀQD MH ]D SHULRG
terminalne diferencijacije i dovodi do obrazovanja krajnjeg fenotipa
mrkih adipocita (Shao i Lazar, 1997).
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6OLND0RGHO WUDQVNULSFLRQRJGHORYDQMD33$5Ǆ L&(%3ǂ WRNRPDGLSRJHQH]H.
Modifikovano iz: Lefterova i Lazar, 2009. Trends Endocrinol Metab. 20: 107-14.
&(%3ǂ SULSDGD SRURGLFL YLVRNR NRQ]HUYLUDQLK SURWHLQD L R
QMHJRYRP ]QDĀDMX X SURFHVX DGLSRJHQH]H in vivo JRYRUL ĀLQMHQLFD GD
GHOHFLMD RYRJ JHQD NRG PLåHYD UH]XOWXMH QHPRJXþQRåþX PLåHYD GD
GHSRQXMX OLSLGH :DQJ L VDU  3RUHG&(%3ǂ LGHQWLILNRYDQD VX
MRåĀHWLULĀODQDRYHSRURGLFHSURDGLSRJHQLIDNWRUL&(%3ǃL&(%3ǅL
DQWLDSRSWRJHQL IDNWRUL  &(%3Ǆ L &+23 &(%3 KRPRORJQL SURWHLQ




PHāXVREQR UHJXOLåX HNVSUHVLMX 5RVHQ L VDU &(%3ǂ L 33$5Ǆ
pokazuju veliko preklapanje tokom vezivanja u regulatornim delovima
FLOMQLKJHQDNRMLVXĀHVWREOL]XMHGDQGUXJRJSlika 5) (Lefterova i Lazar,
2009).
Pored ova dva glavna regulatora adipogeneze, u proces
SUROLIHUDFLMH LGLIHUHQFLMDFLMHPUNLKDGLSRFLWDXNOMXĀHQD MH ĀLWDYDPUHçD
aktivatora, ko-aktivatora, represora i ko-represora, koji sa druge strane
koordiniåu ekspresiju proteina vaçnih za uspostavljanje krajnjeg
fenotipa mrkih adipocita. Poslednjih godina posebna paçnja se pridaje
ĀODQRYLPDJUXSH./)WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD Slika 6) (engl. Krüppel-
like factor) koji se vezuju za CACCC/GC/GT – mesta u regulatornim
GHORYLPD FLOMQLK JHQD NRQWUROLåXþL YDçQH ELRORåNH SURFHVH NDR åWR VX
SUROLIHUDFLMD GLIHUHQFLMDFLMD KHPDWRSRH]D L SURJUHVLMD þHOLMVNRJ FLNOXVD
%UD\ L VDU  'R VDGD MH RSLVDQR  ĀODQRYD ./) SRURGLFH RG
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NRMLK VH RVDP VPDWUD NOMXĀQLP NRPSRQHQWDPD WUDQVNULSFLRQH PUHçH
koja je odgovorna za kontrolu adipogeneze (Banerjee i sar., 2003; Oishi i
sar., 2005).
6OLND  8ORJD SRMHGLQLK ĀODQRYD ./) WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD X GHWHUPLQDFLML
GLIHUHQFLMDFLMHSUHNXUVRUVNLKþHOLMD%$7=HOHQLPOLQLMDPDR]QDĀHQLVXDNWLYDWRULD
FUYHQLP OLQLMDPD LQKLELWRUL UD]YLþD EHOLK PUNLK DGLSRFLWD L SRSUHĀQRSUXJDVWLK
PLåLþQLK þHOLMD ./) MH SUYL RWNULYHQL ĀODQ ]D NRML MH SRND]DQR GD LPD XGHOD X
adipogenezi. Modifikovano iz: Rosen i sar., 2009. Expert Opin Ther Targets. 13: 975-86.
3UYLĀODQ./)SRURGLFH]DNRMLMHSRND]DQRGDXĀHVWYXMHXSURFHVX
adipogeneze jeste KLF15. Blokiranje ekspresije ovog faktora smanjuje
HNVSUHVLMX 33$5Ǆ NOMXĀQRJ UHJXODWRUD GLIHUHQFLMDFLMH PUNLK DGLSRFLWD
0RUL LVDU8ORJDGUXJLKĀODQRYDMHPDQMHLVWUDçHQDDOLVH]QD
da su neki od njih negativni regulatori adipogeneze (KLF2, KLF3, KLF7,
KLF11), dok ostali do sada ispitani faktori predstavljaju pozitivne
regulatore, koji deluju bilo direktno regulacijom ekspresije gena
odgovornih za proliferaciju i diferencijaciju adipocita ili indirektno,
putem regulacije unosa insulina u BAT (Bray i sar., 2009).
3RUHG WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD XNOMXĀHQLK X SUROLIHUDFLMX L
diferencijaciju, centralna uloga pripada faktorima koji reguliåu proces
mitohondriogeneze u BAT. Mitohondrije BAT se odlikuju neverovatnom
SODVWLĀQRåþXNRMD VHRJOHGDXEU]LPSURPHQDPDYHOLĀLQHEURMDPDVH




za åta je neophodna strogo koordinisana ekspresija gena nukleusnog i
PLWRKRQGULMDOQRJ JHQRPD PW'1. .OMXĀQH NRPSRQHQWH HOHNWURQ
transportnog lanca u mitohondrijama kodirane su od strane mtDNK,
GRN MH UHSOLNDFLMD PLWRKRQGULMD NRGLUDQD QXNOHXVQLP JHQLPD ĀLML VH
produkti iz citoplazme transportuju u mitohondrije.
Glavni faktori transkripcije mtDNK su nukleusni respiratorni
faktori 1 i 2 (engl. nuclear respiratory factor, NRF). NRF-1 kontroliåe
transkripciju gena koji kodiraju komponente elektron-transportnog
ODQFD IRUPLUDMXþLKRPRGLPHUH &KDQ L VDU9LOOHQD L VDU
kao i proteine koji reguliåu replikaciju i transkripciju mtDNK
(Klingenspor i sar., 1996; Liang i Ward, 2006).
Regulacija mitohondrijalne biogeneze u mrkim adipocitima je pod
FHQWUDOQRPNRQWURORP3*&ǂåWRMHSRWYUāHQREURMQLPin vivo i in vitro
VWXGLMDPD 8OGU\ L VDU  /DL L VDU 2WDåHYLþ L VDU 
'LQDPLĀQH SURPHQHNRMH VH GHåDYDMX WRNRPELRJHQH]HPLWRKRQGULMDX
%$7XNOMXĀXMXLGUXJHSURWHLQHPHāXNRMLPDQDM]QDĀDMQLMXXORJXLPDMX
mitofuzini 1 i 2 (Mfn), GTPaze lokalizovane u spoljaånjoj membrani
PLWRKRQGULMD 1LVROL L VDU  .X]PLĀLþ L VDU  NRMH
RPRJXþDYDMXIX]LMXPLWRKRQGULMDL'USSURWHLQengl. Dinamin-related
protein 1, Drp1) (Slika 7) koji pripada velikoj porodici GTPaza koje su
neophodne za deobu mitohondrija (Chan, 2006; Liesa i sar., 2009).
Slika 7. Deoba i fuzija mitohondrija. Drp1 pripada porodici velikih GTPaza
XNOMXĀHQLKXGHREXPLWRKRQGULMD2YLSURWHLQL IRUPLUDMXYHOLNHPXOWLPHUHNRML LPDMX
REOLN SUVWHQD L KLGUROL]RP*73 RPRJXþDYDMXQDVWDQDNGYHQRYHPLWRKRQGULMH0IQ
LPDVXSURWQXXORJXSUYHQVWYHQRRPRJXþDYDSURFHVIX]LMHPLWRKRQGULMD0RGLILNRYDQR
iz: Russell i sar., 2005. J Mol Cell Cardiol. 38: 81-91.
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Visoka termogena aktivnost BAT zahteva dobro razvijenu
NDSLODUQX PUHçX NRMD þH RPRJXþLWL EU]R VQDEGHYDQMH NLVHRQLNRP L
VXSVWUDWLPDNDRLRGYRāHQMHWRSORWHGRFLOMQLKRUJDQDLWNLYD%URMQLVX
UDGRYL NRML JRYRUH R NRPXQLNDFLML HQGRWHOVNLK þHOLMD L SUHDGLSRFLWD LLOL
mrkih adipocita preko autokrinih i parakrinih signala, komponenata
YDQþHOLMVNRJ PDWULNVD L PHāXþHOLMVNLK YH]D 9DU]DQHK L VDU 
Crandall i sar., 1997; Hutley i sar., 2001).
VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) je neophodan
IDNWRUIRUPLUDQMDNUYQLKVXGRYDNRGDGXOWDLWRNRPUD]YLþD+DXVPDQL
5LFKDUGVRQ  3HWURYLþ L VDU  NRML RVWYDUXMH EURMQH XORJH





in vitro (Fredriksson i sar., 2005). Iako smo u naåim prethodnim
UDGRYLPD SRND]DOL GD VX DGLSRFLWL L HQGRWHOVNH þHOLMH X QHRGYRMLYRM
strukturno-funkcionalnoj vezi u BAT, kako tokom aktivacije tako i
WRNRPLQDNWLYDFLMHWNLYD.RUDþLVDU0DUNHOLþLVDUQLMH
SR]QDWR GD OL VH SURFHVL DGLSR L DQJLRJHQH]H SRNUHþX LVWRYUHPHQR
WRNRPSUYLKVDWLL]ODJDQMDKODGQRþL
Novija istraçivanja fokusirana na regulaciju mehanizama
XNOMXĀHQLKXSURFHVDQJLRJHQH]HLQDPRJXþXLPSOLNDFLMXXSDWRORåNLP
stanjima kao åto je kancer, pokazala su da endoglin (CD105),
transmembranski glikoprotein i komponenta receptornog kompleksa
IDNWRUD WUDQVIRUPDFLMH UDVWD ǃ engl 7UDQVIRUPLQJ *URZWK )DFWRUǃ
7*)ǃ SUHGVWDYOMD YDçDQ PDUNHU SUROLIHUDFLMH HQGRWHOVNLK þHOLMD
(Fonsatti i Maio, 2004). Iako njegova precizna uloga nije razjaånjena,
LVWUDçLYDQMD XND]XMX QD XNOMXĀHQRVW RYRJ FLWRNLQD X DQJLRJHQH]L





Pored transkripcionih faktora, na proliferaciju i diferencijaciju
%$7XWLĀX L EURMQL GUXJL IDNWRUL NDR åWR VX UD]OLĀLWL FLWRNLQL LQVXOLQ L
LQVXOLQXVOLĀDQ IDNWRUUDVWD .RUDþ LVDU0DUNHOLþ LVDU
EURMQL YDQþHOLMVNL VLJQDOL PHāX NRMLPD SRVHEQX YDçQRVW LPDMX %03
proteini (engl. bone morphogenic proteins).
%03VXĀODQRYL7*)ǃVXSHUIDPLOLMH LSRRWNULþXSRND]DQRMHGD
VWLPXOLåX SURJUDP GLIHUHQFLMDFLMH RVWHRJHQLK þHOLMD L GD LPDMX YDçQX
XORJXXNRQWUROLHPEULRQDOQRJUD]YLþD'DQDVVH]QDGDSRUHGWRJD%03
NRQWUROLåXRSUHGHOMLYDQMHVWHPþHOLMDNDUD]OLĀLWLPþHOLMVNLPOLQLMDPDåWR
je pokazano i u WAT i u BAT (Slika 8). Pokazano je da mrki preadipociti
HNVSULPLUDMX QHNROLNR ĀODQRYD RYH SURWHLQVNH IDPLOLMH %03 %03
BMP6 i BMP7 i da su zaduçeni za indukciju akumulacije lipida, dok
samo BMP7 ima sposobnost da indukuje UCP1 i RNK ekspresiju (Tseng
i sar., 2008).
6OLND8ORJD%03SURWHLQDXRSUHGHOMLYDQMXSUHNXUVRUVNLKþHOLMDWRNRPSURFHVD
diferencijacije adipocita. 8NROLNR HNVSULPLUD %03 ]DMHGQLĀNL PXOWLSRWHQWQL
prekursor moçe da se diferencira u pravcu mrkih adipocita, dok ekspresija BMP4 vodi
ka diferencijaciji u beli adipocit. Modifikovano iz: Schulz i Tseng, 2009. Cytokine
Growth Factor Rev. 20: 523-31.
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1.4. POREKLO MRKIH ADIPOCITA
'XJR VH VPDWUDOR GD PUNL L EHOL DGLSRFLWL SRWLĀX RG ]DMHGQLĀNH
SUHNXUVRUVNHþHOLMHMHU]DSURFHVGLIHUHQFLMDFLMHREDWLSDþHOLMD]DKWHYDMX
HNVSUHVLMX 33$5Ǆ .RQYHU]LMD PUNLK DGLSRFLWD X EHOH L REUQXWR ²
WUDQVGLIHUHQFLMDFLMDNRMDVHGHåDYDXRGUHāHQLPGHSRLPDPDVQRJWNLYD
L SUL RGUHāHQLP VWLPXOXVLPDNDR åWR VXKODGQRþD L WLUHRLGQL KRUPRQL
dodatno je potkrepljivala ovakav stav (Cinti, 2009).
0HāXWLP7LPPRQVLVDUDGQLFLVXREMDYLOLUH]XOWDWHUDGDX
kome su pokazali da mrki adipociti eksprimiraju Myf5 (engl. myogenic
regulatory factor 5) L GD LPDMX VYRMVWYD PLåLþQLK þHOLMD XND]XMXþL QD
PRJXþQRVWPLRJHQRJSRUHNOD*RGLQXGDQDNDVQLMH6HDOHLVDU 
su pokazali da mrki adipociti vode poreklo od Myf5-pozitivnih miogenih
prekursora i da PRDM16 (engl. PRD1-BF1-RIZ1 homologous domain-
containing 16) transkripcioni faktor reguliåe diferencijaciju ovih
SUHNXUVRUD X SUDYFX UD]YRMD PUNLK DGLSRFLWD LOL SRSUHĀQRSUXJDVWLK
PLåLþQLKþHOLMD,QGXNFLMD35'0XRYRMVWXGLML]DYLVLQDMYHþLPGHORP
RG %03 NDR L RG HNVSUHVLMH 33$5Ǆ L &(%3 SURWHLQD 7DNRāH
ekspresija PRDM16 u WAT in vivoPRçHGDGRYHGHGRSRMDYHþHOLMD VD
NDUDNWHULVWLĀQRPPRUIRORJLMRPPUNLKDGLSRFLWDNRMLHNVSULPLUDMX8&3
CideaL3*&ǂNRMLVXVSHFLILĀQL]DPUNHDGLSRFLWH6HDOHLVDU
6D GUXJH VWUDQH SRGDFL XND]XMX QD ]DMHGQLĀNR SRUHNOR PUNLK
DGLSRFLWDLHQGRWHOVNLKþHOLMD%$77UDQLVDU
05.20$6127.,92ÿ29(.$
'RQHGDYQR MH VPDWUDQRGD%$7QHPD YHþL ]QDĀDM NRG RGUDVOLK
OMXGLDOLQRYLMDLVWUDçLYDQMDVXSRND]DODSULVXVWYRPHWDEROLĀNLDNWLYQRJ
%$7 NRG ]QDĀDMQRJ SURFHQWD OMXGL NDR L GD MH NROLĀLQD RYRJ WNLYD
obrnuto proporcionalna indeksu telesne mase (engl. body mass index,
Uvod
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%0, L GD VH DNWLYLUD L]ODJDQMHP KODGQRþL 1HGHUJDDUG L VDU 
Cypess i sar., 2009; Virtanen i sar., 2009). Ovo saznanje u potpunosti je
promenilo sliku o humanom BAT. Zbog potencijalne uloge u gojaznosti i
oboljenjima koja su sa njom u vezi, interesovanje za mehanizme
QDVWDQND L UD]YRMD RYRJ WNLYD MH ]QDĀDMQR SRUDVOR SRVOHGQMLK QHNROLNR
godina.
'R VDGD MH SRVWLJQXW ]QDĀDMDQ QDSUHGDN X GHILQLVDQMX
transkripcionih faktora koji kontroliåu terminalnu diferencijaciju
SUHDGLSRFLWD X ]UHOHPUNH DGLSRFLWH0HāXWLPPHKDQL]PL NRML GRYRGH
GR GLIHUHQFLMDFLMH PH]HQKLPVNH VWHP þHOLMH 06ý X SUHDGLSRFLWH QLVX
poznati. Istraçivanja sa jedne strane oteçava nedostatak molekulskih
PDUNHUD NRML VX NDUDNWHULVWLĀQL ]D SUHDGLSRFLWH D VD GUXJH VWUDQH
QMLKRYD PRUIRORåND KHWHURJHQRVW XQXWDU LVWLK GHSRD %$7 D QDURĀLWR
heterogenost u pogledu adipogenog potencijala (Lefebvre i sar., 1998;
Kajimura i sar., 2010).
/LWHUDWXUQL SRGDFL SRND]XMX GD UD]YLþH %$7 NRG ĀRYHND SRĀLQMH
oko XX nedelje gestacije i nastavlja se joå neko kratko vreme po
URāHQMXNDGDĀLQLXNXSQHWHOHVQHPDVH $YUDPLVDU.RG
IHWXVDLQRYRURāHQĀDGL%$7VHVUHþHXGHILQLVDQLPUHJLRQLPDXWHOXRNR
VUFD L YHOLNLKNUYQLKVXGRYD WUDKHMH MHGQMDNDSULVXWQR MHXSRGUXĀMX
DNVLOH RNR EXEUHJD QDGEXEUHJD L SDQNUHDVD D QDURĀLWR X
interskapularnom regionu (Slika 9) (Gesta i sar., 2007).
=D UD]OLNX RG SDFRYD NRML VH UDāDMX VD QH]UHORP KLSRWDODPR
KLSRIL]QRP RVRP L NRML VH SR URāHQMX JUXSLåX ]DMHGQR X FLOMX
RGUçDYDQMD WHOHVQH WHPSHUDWXUH ĀRYHN VH UDāD VD RIRUPOMHQRP
KLSRWDODPRKLSRIL]QRP RVRP 6DPLP WLP NROLĀLQD 8&3 NRG OMXGL MH
QDMYHþD SR URāHQMX åWR RODNåDYD SUHOD]DN QD QHRQDWDOQX





definisanim oblastima tela i najzastupljenije je u interskapularnom regionu. Novija
LVWUDçLYDQMDVXSRND]DODSULVXVWYRPHWDEROLĀNLDNWLYQRJ%$7NRGRGUDVOLKåWRMHGRYHOR
GR SRYHþDQRJ LQWHUHVRYDQMD ]D SURXĀDYDQMH PHKDQL]DPD NRML VH QDOD]H X RVQRYL
adipogeneze. Modifikovano iz: Enerback, 2010. Cell Metabolism. 11: 248-52.
Dosadaånji literaturni podaci o mehanizmima regulacije razvoja
fetalnog BAT (fBAT) proizilazili su iz studija na çivotinjama, uglavnom
pacova. Sada, kada je pokazano prisustvo BAT kod adulta, fBAT
SUHGVWDYOMD YDçDQ PRGHO ]D SURXĀDYDQMH PHKDQL]DPD NRML GRYRGH GR
KLSHUSOD]LMH RYRJ WNLYD RE]LURP GD X RYRP VWDQMX XYHþDQMH %$7 QLMH
LQGXNRYDQRKODGQRþRP
6PDWUDVHGDVXKRUPRQLJODYQLUHJXODWRULUD]YLþDLIXQNFLMH%$7L
pored noradrenalina i insulina, estrogen ima centralni efekat u
regulaciji potroånje energije kako kod çenskog tako i kod muåkog pola
(Frayn i sar., 2003; Pallottini i sar., 2008). Estrogen ima vaçnu ulogu u
PHWDEROL]PX %$7 UHJXOLåXþL OLSRJHQL L OLSROLWLĀNL SXW 3RUHG WRJD
estrogen moduliåe ekspresiju adipogenih transkripcionih faktora, kao i
proliferaciju i diferencijaciju adipocita (Rodriguez-Cuenca i sar., 2005).
1HGRVWDWDN HVWURJHQD MH SUDþHQ VPDQMHQMHP 8&3 HNVSUHVLMH NRG
SDFRYD L SRUHPHþDMHP WHUPRJHQH]H 0RQMR L VDU  ÿLQMHQLFD GD
estrogen ima vaçnu ulogu u determinaciji broja adipocita u WAT
ukazuje na njegovu ulogu u adipogenezi (Cooke i Naaz, 2004).
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Svoju fizioloåku funkciju estrogen ostvaruje preko dva receptora,
HVWURJHQVNRJUHFHSWRUDDOID (5ǂ LEHWD (5ǃ2YLUHFHSWRULSULSDGDMX
superfamiliji nukleusnih receptora i funkcioniåu kao ligand-zavisni
transkripcioni faktori (Slika 10). Nakon vezivanja liganda, receptori
GLPHUL]XMX IRUPLUDMXþL KRPR LLOL KHWHURGLPHUH .RPSOHNV OLJDQG
receptor ulazi u nukleus gde se vezuje za ERE (engl. estrogen response
element) mesto u promotoru ciljnih gena (Heine i sar., 2000; Matthews i
Gustafsson, 2003). Pokazano je da su oba tipa receptora eksprimirana
X:$7 LGD MH VDPR(5ǂHNVSULPLUDQXSUHDGLSRFLWLPD -R\QHU L VDU
2001; Deroo i Korach, 2006).
Slika 10. Regulacija genske ekspresije estrogenom 1DMYHþLP GHORP HVWURJHQ
RVWYDUXMHGLUHNWDQHIHNDWUHJXOLåXþLHNVSUHVLMXJHQDXQXNOHXVXYH]LYDQMHP]DMHGQRVD
receptorom za ERE mesto u regulatornim delovima ciljnih gena. Modifikovano iz:
Kumar i Kumar, 2008. Cancer Therapy. 6: 655-64.
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2.CILJ ISTRAæIVANJA
Svetska epidemija gojaznosti kao i oboljenja koja su u vezi sa
QMRP L]D]YDOL VX WDODV LQWHUHVRYDQMD ]D SURXĀDYDQMH ELRORJLMH PDVQRJ
WNLYD SRVOHGQMLK GYDGHVHW JRGLQD 2YD SURXĀDYDQMD VX GRGDWQR
potkrepljena novim istraçivanjima koja su pokazala da je fizioloåki
aktivno BAT prisutno kod odraslih ljudi i da se ono moçe stimulisati
L]ODJDQMHP KODGQRþL åWR SUHGVWDYOMD PRJXþQRVW SURQDODVND QDĀLQD
regulacije potroånje energije.
8 WRP NRQWHNVWX LVSLWDþH VH HNVSUHVLMD SURWHLQD RGJRYRUQLK ]D
VWYDUDQMHIHQRWLSDPUNLKDGLSRFLWD8&333$5ǄL3*&ǂDOLLGUXJLK
WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD XNOMXĀHQLK X SURFHV DGLSRJHQH]H WRNRP SUYLK
VDWLKODGQRþRPLQGXNRYDQHKLSHUSOD]LMHNRGSDFRYDNDRLWRNRPUD]YRMD
KXPDQRJ I%$7 3RUHG WRJD ELþH LVSLWLYDQD QMLKRYD SRVWWUDQVODFLRQD
UHJXODFLMD SUH VYHJD SURWHLQD XNOMXĀHQLK X SURFHV ELRJHQH]H
mitohondrija.
7DNRāH VSURYHåþH VH GHWDOMQD XOWUDVWXNWXUQD LPXQRFLWR L
LPXQRKLVWRKHPLMVND DQDOL]D %$7 X FLOMX XWYUāLYDQMD XWLFDMD L]ODJDQMD
KODGQRþL QD SUROLIHUDFLMX L GLIHUHQFLMDFLMX þHOLMD DQJLRJHQH]X L
PLWRKRQGULRJHQH]X NDR L XWYUāLYDQMH XVNODāHQRVWL HNVSUHVLMH  JHQD VD
RGJRYDUDMXþLPVWUXNWXUQLPSURPHQDPD
,]WRJUD]ORJDLVSLWLYDQMHPROHNXOVNLKRVQRYDLQWHJUDFLMHUD]OLĀLWLK
proadipogenih i antiadipogenih transkripcionih faktora, kao i odgovora
NOMXĀQLK UHJXODWRUQLK JHQD WHUPRJHQH]H WRNRP UDQLK VDWL L]ODJDQMD
KODGQRþL L IHWDOQRJ UD]YRMD %$7 L]YHåþH VH X FLOMX EROMHJ UD]XPHYDQMD
PHKDQL]DPDNRMLVHQDOD]HXRVQRYLKLSHUSODVWLĀQRJRGJRYRUD%$7
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3. MATERIJAL I METODI
3.1. PLAN EKSPERIMENTA




8 HNVSHULPHQWX VX NRULåþHQL PXçMDFL SDFRYD 0LOO +LOO VRMD
VWDURVWLGDQD VD WHOHVQRPPDVRPQDSRĀHWNXHNVSHULPHQWD
10 g. U toku eksperimenta çivotinje su hranjene briketiranom hranom i
vodom ad libitum X] SUDYLODQ GQHYQR QRþQL ULWDP (NVSHULPHQW MH
RGREUHQ RG VWUDQH (WLĀNRJ NRPLWHWD ,QVWLWXWD ]D ELRORåND LVWUDçLYDQMD
Å6LQLåD6WDQNRYLþ´8QLYHU]LWHWDX%HRJUDGX
æivotinje su podeljene na ukupno sedam eksperimentalnih grupa
DVYDNXHNVSHULPHQWDOQXJUXSXĀLQLOR MHSRåHVWçLYRWLQMD3UYDJUXSD
R]QDĀHQDNDRNRQWUROQDMHVYHYUHPHWUDMDQMDHNVSHULPHQWDERUDYLODQD
sobnoj temperaturi (22 ± 1 ºC). Preostalih åest grupa izlagano je
KODGQRþL  &X UD]OLĀLWRP WUDMDQMXæLYRWLQMH VX çUWYRYDQHX LVWR
YUHPHQDNRQLVDWDL]ODJDQMDKODGQRþLRGQRVQR
sata boravka na sobnoj temperaturi (kontrola).
,QWHUVNDSXODUQLGHSR%$7L]RORYDQMHXFHORVWLLQDNRQĀLåþHQMDRG
:$7 YH]LYD LPLåLþD GHR WNLYD MH RGYDMDQ L SULSUHPDQ ]D VYHWORVQX L
HOHNWURQVNXPLNURVNRSLMXGRNMHSUHRVWDOLGHRNRULåþHQ]D:HVWHUQEORW





pola, starosti XV-XXIII nedelje. fBAT je uzet odmah po obavljenom
PHGLFLQVNL LQGXNRYDQRP SUHNLGX WUXGQRþH 1DNRQ UXWLQVNH SURYHUH
]GUDYVWYHQRJVWDQMDPDMNLLKLVWRSDWRORåNLKLJHQHWLĀNLKDQDOL]DNRMLPD
VXLVNOMXĀHQLSRUHPHþDMLXUD]YRMXIHWXVDRGDEUDQLVXX]RUFL]DDQDOL]X
(NVSHULPHQW MH RGREUHQ RG VWUDQH .RPLVLMH ]D HWLĀQRVW LVSLWLYDQMD QD
ljudima Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.
'HRI%$7X]HWL]DNVLODUQRJUHJLRQDMHRĀLåþHQRGRNROQRJWNLYDL
pripremljen za Western blot analizu, dok je drugi deo pripremljen za
svetlosnu i elektronsku mikroskopiju.
3.2. RT-PCR ANALIZA TKIVA
3.2.1. Priprema tkiva za RT-PCR
Prvi korak u pripremi tkiva za RT-PCR jeste izolovanje RNK. U tu
svrhu, tkivo je homogenizovano u TRIzol reagensu (Invitrogen, SAD),
PRQRID]QRPUDVWYRUXIHQRODLJXDQLGLQL]RWLRFLMDQDWDNRMLUD]DUDþHOLMH
QH UHPHWHþL LQWHJULWHW 51. =DWLP MH KRPRJHQDW LQNXELUDQ VD
hloroformom (za odvajanje faza) na sobnoj temperaturi, 2-3 min, pa
centrifugiran na 10000 g, 15 min, na 4 ºC. Gornjem vodenom sloju
VXSHUQDWDQWD MHGRGDW L]RSURSLODONRKROGDSUHFLSLWLUD51.SUHNRQRþL
na –80 ºC). Talog dobijen nakon centrifugiranja na 12000 g, 10 min, 4
ºC, ispran je 75% etanolom za odstranjivanje tragova fenola. Po
centrifugiranju na 7500 g, 5 min, na 4 ºC u talogu je dobijena RNK koja
je rastvarana u DEPC (dietilpirokarbonat, ICN, Srbija) vodi.
1DNRQ L]RODFLMH XNXSQH 51. YUåHQR MH QMHQR SUHĀLåþDYDQMH




-HGQRODQĀDQD F'1. MH VLQWHWLVDQD L]  ǍJ 51. L  ǍJ ROLJRG7
SUDMPHUD ,QYLWURJHQ 6$' NRULåþHQMHP 800/9UHYHU]QH
transkriptaze (Promega, SAD).
3.2.2. RT-PCR u realnom vremenu
=DRGUHāLYDQMHSURPHQDQDQLYRXL51.X%$7SDFRYDNRULåþHQMH
PHWRG 573&5 X UHDOQRP YUHPHQX 5HODWLYQD HNVSUHVLMD MH RGUHāHQD
GLUHNWQLP SRUHāHQMHP GRELMHQLK &W YUHGQRVWL NRMH VX QRUPDOL]RYDQH
SUHPD HQGRJHQRM NRQWUROL &W YUHGQRVW VH GHILQLåH NDR WDĀND X NRMRM
DPSOLILNDFLRQD NULYD VHĀH treshold" (treshold cycle) vrednost i
predstavlja broj ciklusa kada amplifikacija ulazi u eksponencijalnu
fazu.
3UH RGUHāLYDQMD QLYRD HNVSUHVLMH FLOMQRJ JHQD XUDāHQL VX
validacioni eksperimenti koji su pokazali pribliçno jednako variranje
SURPHQH&WYUHGQRVWLRGJRYDUDMXþHJFLOMQRJJHQDLHQGRJHQHNRQWUROH]D
niz serijskih dilucija cDNK. U naåim uzorcima se kao adekvatna
endogena kontrola pokazala 18S rRNK (engl. 18S ribosomal RNK).
1DNRQWRJDXUDāHQDMH573&5GHWHNFLMD
8573&5 MHNRULåþHQ  L4TM SYBR GreenSupermix (Bio-Rad, CA)
koji sadrçi 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl, pH 8.4, 0.4 mM od svakog
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), iTaq DNK polimerazu, 50 jedinica/ml,
6 mM MgCl2 LQHUNDOLUDMXþXERMX 6<%5*UHHQ ,Q0 IOXRUHVFHLQ L
stabilizatore. Sekvence prajmera su preuzete iz Banke Prajmera
(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) (Tabela 2).
RT-PCR reakcija je izvedena u 20 µl reakcione zapremine. Svaka
reakciona smeåa sastojala se od: 10 µl iQTM SYBR GreenSupermix 2x,
SR  O VYDNRJ RG SUDMPHUD ILQDOQH NRQFHQWUDFLMH  Q0  ǍO
ROX (Invitrogen, SAD) i Nuclease freeYRGHGRǍOXNXSQH]DSUHPLQH
smeåe. Po 16 µl reakcione smeåe i 4 µl cDNK (10 ng RNK prevedeno u
F'1.GRGDWRMHXRGJRYDUDMXþHPHVWRQDRSWLĀNXSORĀX]D573&5=D
VYDNLVHWSUDMPHUDXNOMXĀHQD MH LQHJDWLYQDNRQWUROD EH]F'1$GDEL
YHULILNRYDOL RGVXVWYR QHVSHFLILĀQH DPSOLILNDFLMH GLPHUH SUDMPHUD LOL
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kontaminaciju). Sve reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000
6HTXHQFH 'HWHFWLRQ 6\VWHP SRG VOHGHþLP XVORYLPD  LQLFLMDOQL NRUDN
GHQDWXUDFLMHPLQQD&NRMLMHSUDþHQVDFLNOXVDVHFQD
&  VHF QD  & L  VHF QD  & 6YDNL X]RUDN MH UDāHQ X
WULSOLNDWXDVUHGQMDYUHGQRVWMHX]HWD]DGDOMDL]UDĀXQDYDQMD8VYDNX
DQDOL]X MH ELOD XNOMXĀHQD HQGRJHQD NRQWUROD ]ERJ NRUHNFLMH LQWHUQLK
razlika u efikasnosti amplifikacije, a svaki uzorak je normalizovan na
nivo ekspresije svoje endogene kontrole.
.YDQWLILNDFLMD MH XUDāHQD NRPSDUDWLYQLP &t PHWRGRP .ROLĀLQD
ciljnog gena, normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole
i izraçena relativno u odnosu na kalibrator, data je formulom 2²ƦƦ&W, gde
MHƦƦ&t  Ʀ&t ciljnog gena Ʀ&t endogene kontrole. Kalibrator predstavlja kontrolni
uzorak (çivotinje koje su boravile na sobnoj temperaturi). Rezultati su
izraçeni kao procenat u odnosu na adekvatnu kontrolnu grupu (grupa




6RIWZDUH  SURJUDPRP =D SRUHāHQMH UH]XOWDWD L]PHāX JUXSD
NRULåþHQD MH $129$ 6WDWLVWLĀND ]QDĀDMQRVW UH]XOWDWD MH RGUHāLYDQD





3.3. WESTERN BLOT ANALIZA TKIVA
3.3.1. Priprema tkiva za Western blot
Tkivo je macerirano, a zatim homogenizovano u RIPA (engl. radio
immuno precipitation buffer) (2 M NaCl, 10% Triton X-100, 0.5 M TRIS,
10% SDS, pH 7.5) puferu sa proteaznim inhibitorima (Roche,
ävajcarska), tri puta deset sekundi sa deset sekundi pauze. Sonifikacija
X]RUDNDMHYUåHQDQDMDĀLQLRGN+]WULSXWDSHWQDHVWVHNXQGLVDSR
petnaest sekundi pauze. Potom je sonifikat cenrifugiran u Beckam
Gen Forward Reverse
18S rRNK 5’-CAC GGA CAG GAT TGA CAG AT-3’ 5’-CAA ATC GCT TCA TCA ACT AA-3’
UCP1 5’-GTG AAG GTC AGA ATG CAA GC-3’ 5’-AGA GCC CCC TTC ATG AGG TC-3’
33$5Ǆ 5’-TTC TGG CCC ACC AAC TTC-3’ 5’-CCC ACA GAC TCG GCA CTC-3’
33$5ĵ 5’-AGA TGG TGG CAG AGC TAT GAC-3’ 5’-TCT CCT CCT GTG GCT GTT CC-3’
mtDNK 5’-TTG ATC AAC GGA CCA AGT TAC-3’ 5’-CTG GAT TGC TCC GGT CTG A-3’
3*&ǂ 5’-CGC ACA ACT CAG CAA GTC CTC-3’ 5’-CCT TGC TGG CCT CCA AAG TCT C-3’
&(%3ǂ 5’-GCC AAG AAG TCG GTG GAT AA-3’ 5’-CGG TCA TTG TCA CTG GTC AA-3’
Myf5 5’-GAA GGG AAG ACA AGC AGC AC-3’ 5’-GCA AAA AGA ACA GGC AGA GG-3’
VEGF 5’-AAC CAT GAA CTT TCT GCT CTC TTG-3’ 5’-GCC TGG CTC ACC GCC TTG GCT TGT C-3’
Endoglin 5’-GGT ACA GTG CAT CGA CAT GG-3’ 5’-GCT GGC CTA GCT CTA TGG TG-3’
FABP4 5’-ATG TGT CAT GAA AGG CGT GA-3’ 5’-AAA CCA CCA AAT CCC ATC AA-3’
KLF9 5’-GTC ACG ACC AGA GTG CTT CA-3’ 5’-GGT GTG CTC TTG CTT GCA TA-3’
KLF15 5’-AGA GGA AGC CAT GCT GAG AA-3’ 5’-GGC TCC ATT TGT CTT GCA TT-3’
BMP4 5’-GAC CCT GGT CAA CTG CGT TA-3’ 5’-CTC CAC CAC CAT CTC CTG AT-3’




za Western blot analizu.
2GUHāLYDQMHNRQFHQWUDFLMHSURWHLQD
.ROLĀLQD SURWHLQD MH RGUHāLYDQD SR PHWRGL /RZU\ L VDUDGQLND
(1951). Metoda se zasniva na reakciji peptidnih veza i Cu++ jona u
alkalnoj sredini i reakciji fosfo-molibdensko fosfo-volframovog reagensa
VD DURPDWLĀQLP DPLQRNLVHOLQDPD WULSWRIDQ L WLUR]LQ X SROLSHSWLGQLP
lancima. Nastalo kompleksno jedinjenje plave boje ima maksimum
apsorbcije na 500 nm. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji
SURWHLQD NRMD VH RĀLWDYD VD VWDQGDUGQH NULYH NRQVWUXLVDQHPHUHQMHP
apsorbance rastvora albumina na 500 nm. Koncentracija proteina se
izraçava u mg/ml.
3.3.3. Elektroforeza proteina
Proteini su razdvajani po molekulskim masama SDS-
poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) u BioRad Mini-PROTEAN
,,,VLVWHPX.RULåþHQLJHORYL]DUD]GYDMDQMHELOLVXUD]OLĀLWHSURFHQWQRVWL
zavisno od molekulske mase traçenog proteina, a gelovi za
koncentrovanje 5% (5% akrilamid/bisakrilamid; 0.1% SDS; 0.125 M
7ULV S+  3ROLPHUL]DFLMD JHORYD MH RPRJXþHQD GRGDYDQMHP 
DPRQLMXPSHUVXOIDWD$36L111Ƙ1ƘWHWUDPHWLOHWLOHQGLDPLQD
(TEMED). Pufer za rezervoare se sastojao od 0.192 M glicina, 0.1% SDS
L  0 7ULV S+  8 RGUHāHQX ]DSUHPLQX SURWHLQVNRJ UDVWYRUD
dodata je jednaka zapremina pufera za uzorke (4% SDS; 20% glicerol;
ǃPHUNDSWRHWDQRO07ULVS+EURPIHQROSODYR
a zatim su uzorci kuvani 5 min. Za detekciju VEGF na gelove je
QDQRåHQR SR  PJ SURWHLQD GRN MH ]D SUDþHQMH RVWDOLK SURWHLQD X
eksperimentu nanoåeno po 10 mg proteina. Na gelove je nanoåen i
SURWHLQVNL PDUNHU X FLOMX RGUHāLYDQMD PROHNXOVNLK PDVD )HUPHQWDV





Nakon elektroforeze je vråen transfer proteina sa gelova na PVDF
(engl. Polyvinylidene fluoride) membrane (Hybond-P, Amersham, UK).
Membrane su aktivirane u metanolu (10 sec). Membrane i gelovi su
pakovani i smeåtani u rezervoare sa transfer puferom (0.192 M glicin,
20% metanol i 0.025 M Tris, pH 8.3). Prenos proteina sa gelova na
membrane odvijao se pri konstantnom naponu od 100 V, 60 min.
Uspeånost transfera je proveravana 5% Ponceau S bojom rastvorenom u
JODFLMDOQRM VLUþHWQRM NLVHOLQL =DWLP VX PHPEUDQH LQNXELUDQH  K QD
sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje slobodnih mesta na
membrani - 5% BSA (engl. bovine serum albumine) u TBS-T (0.05%
Tween20 u 1.5 M NaCl, 0.2 M Tris, pH 7.4).
3.3.5. Detekcija proteina nakon Western blota
:HVWHUQEORW MHUDāHQQDNYDQWLWDWLYDQQDĀLQ 7LHQUXQGURM LVDU
 3R EORNLUDQMX PHPEUDQH VX LQNXELUDQH VD RGJRYDUDMXþLP
SULPDUQLP DQWLWHOLPD UDVWYRUHQLP X  %6$ SUHNR QRþL QD  &
.RULåþHQD SULPDUQD DQWLWHOD VX GDWD X Tabeli 3. Nakon inkubacije i
ispiranja viåka primarnog antitela, membrane su inkubirane sa
RGJRYDUDMXþLPVHNXQGDUQLPDQWLWHOLPDGRELMHQLPLPXQL]DFLMRPNR]HQD
IgG zeca, odnosno miåa (engl. goat-anti rabbit, Santa Cruz
Biotechnology, SAD. i goat-anti mouse, BD Bioscience Pharmingen,
SAD), u razblaçenju 1:2000 (antitelo: 5% BSA), 2 sata, na sobnoj
temperaturi. Po inkubaciji, membrane su ispirane TBS rastvorom, 30
minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina membrane su
inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu, luminolu, uz dodatak
H2O2 (3 min). Nakon toga, rentgen filmovi (Hyperfilm, Amershcam, UK)
su izlagani ekscitovanom luminolu sa membrana (0.5-2 min). Filmovi
VXUD]YLMDQLSDVNHQLUDQLLNRULåþHQL]DNYDQWLILNDFLMXSURWHLQVNLKWUDND
$OWHUQDWLYQR PHPEUDQH VX LQNXELUDQH X UDVWYRUX KORURǂ
naftola uz dodatak H2O2 do pojave traka (2-10 min), reakcija je
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prekidana ispiranjem membrane u destilovanoj vodi, a membrane su
potom skenirane za kompjutersku kvantifikaciju.
Tabela 3. 3ULPDUQDDQWLWHODNRULåþHQD]D:HVWHUQEORW.
3.3.6. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom i
VWDWLVWLĀNDREUDGDUH]XOWDWD
.YDQWLILNDFLMDMHUDāHQDSRPRþXVRIWYHUVNRJSDNHWD,PDJH4XDQW
Rezultati izraçeni putem integracije volumena predstavljaju sumu
YUHGQRVWL VYLK SLNVHOD SREXāHQLK VLJQDORP  SLNVHO  PP2)
XQXWDU R]QDĀHQRJ REMHNWD X QDåHP VOXĀDMX WUDNH YL]XHOL]RYDQH QD
SUHWKRGQRREMDåQMHQQDĀLQ2YDYUHGQRVWXPDQMHQD]Dbackground tj.
fon pozadine, predstavlja volume (tj. intenzitet zatamnjenja na celoj
povråini trake).
6WDWLVWLĀND ]QDĀDMQRVW UH]XOWDWD MH RGUHāLYDQD $129$ WHVWRP
3ULPHQRP RYRJ WHVWDPRJXþH MH SURFHQLWL GD OL MH UD]OLND L]PHāX GYH
JUXSH ]QDĀDMQD SRVOHGLFD SULPHQMHQRJ WUHWPDQD LOL QH UH]XOWDW
VOXĀDMQH JUHåNH =D QDMQLçL VWHSHQ ]QDĀDMQRVWL X]HWD MH YUHGQRVW
YHURYDWQRþHS
Antigen Poreklo 3URL]YRāDĀ .DWDORåNLEURM Razblaçenje
UCP1 =HĀMH Abcam, UK ab10983 1:1000
33$5Ǆ =HĀMH $EFDP8. DE 
PCNA =HĀMH Santa Cruz, SAD sc-7907 1:300
BMP7 =HĀMH $EFDP8. DE 4 µg/ml
3*&ǂ =HĀMH Abcam, UK ab5448 1:1000
Drp1 =HĀMH $EFDP8. DE 1 µg/ml
Mtf2 Miåje Abcam, UK ab56889 2 µg/ml
VEGF Miåje Abcam, UK ab68334 5 µg/ml
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3.4. ANALIZA TKIVA NA NIVOU SVETLOSNE
MIKROSKOPIJE
3.4.1. Priprema tkiva za svetlosnu mikroskopiju
Za histoloåku analizu, jedan deo BAT je fiksiran u 4% neutralnom
IRUPDOLQX 1DNRQ LVSLUDQMD  ĀDVD ĀHVPHQVNRP YRGRP WNLYR MH
GHKLGUDWLVDQRNUR]VHULMXDONRKRODUDVWXþHNRQFHQWUDFLMHSURVYHWOMHQRX
NVLOROX LXNDOXSOMHQRXSDUDSODVW  ĀDVRYDQD WHPSHUDWXUL RG &
'RELMHQLNDOXSLWNLYDVHĀHQLVXVHULMVNLQDSUHVHNHGHEOMLQHP
3.4.2. Imunohistohemijska tehnika detektovanja proteina
streptavidin-biotin metodom
,PXQRKLVWRKHPLMVNR REHOHçDYDQMH VSHFLILĀQLK DQWLJHQD UDāHQR MH
senzitivnom tehnikom biotin/streptavidin peroksidaznog bojenja
SRPRþXNRPHUFLMDOQRJ/6$%NRPSOHWD'DNR6FLHQWLILF'DQVNDÿLWDY
postupak se odvija na sobnoj temperaturi, osim inkubacije u
SULPDUQRPDQWLWHOXNRMDVHYUåLQDÝ&K
Preseci su deparafinisani ksilolom (2 x 5 min), a rehidratisani
NUR]VHULMXUDVWYRUDHWDQRODRSDGDMXþLKNRQFHQWUDFLMDLVYH
do vode (sve po 5 min inkubacije). Nakon toga su inkubirani 10 minuta
u 3% rastvoru H2O2 u metanolu, da bi se blokirala endogena
peroksidaza. Po blokiranju preseci su ispirani 0.01M PBS (engl.
phosphate-buffered saline) (0.01M Na2HPO4, 0.9% NaCl, pH 7.2), pa
LQNXELUDQLKXSULPDUQRPDQWLWHOXQDÝ&YODçQDVUHGLQD
.RULåþHQD VX ]HĀMD SULPDUQD DQWLWHOD QD 3&1$ L (5ǂ 6DQWD
&UX] 6$' X UD]EODçHQMX  8&3  %03  ǍJPO
QRUDGUHQDOLQ 9(*) ǍJPO33$5Ǆ  L3*&ǂ
$EFDP 8. .L UD]EODçHQMD  'DNR 6FLHQWLILF 'DQVND L (5ǃ
razblaçenja 1:1500 (GeneTex, SAD). Uklanjanje nevezanih antitela je
YUåHQR LVSLUDQMHP X 3%6 QDNRQ ĀHJD VX SUHVHFL LQNXELUDQL X
biotinizovanoj smeåi sekundarnih antitela - Yellow link (smeåa anti-
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PLåMLK DQWL]HĀMLK L DQWLNR]MLK DQWLWHOD L] /6$% NRPSOHWD WRNRP 
min. Posle ispiranja u PBS izvråena je inkubacija streptavidin-HRP
(engl. horseradish peroxidase) kompleksom - Red Streptavidin iz
pomenutog kompleta, inkubiranjem tokom 25 minuta. Nakon ovoga su
preseci ispirani u PBS.
=D YL]XHOL]DFLMX LPXQRNRPSOHNVD NRULåþHQ MH  

GLDPLQREHQ]LGLQ '$% 6LJPD$OGULFK &KHPLH 1HPDĀND UDVWYRUHQ X
PBS, u prisustvu H2O2. Reakcija je prekinuta posle 10 minuta
LVSLUDQMHPXĀHVPHQVNRMYRGL1DNRQWRJDYUåHQRMHNRQWUDVWQRERMHQMH
KHPDWRNVLOLQRPLSUHNLQXWRĀHVPHQVNRPYRGRP3R]DYUåHQRPERMHQMX
SUHVHFL VX GHKLGUDWLVDQL NUR] VHULMX DONRKROD UDVWXþLK NRQFHQWUDFLMD
(95%, 100%), i ksilol, pa montirani u DPX. Gotovi preparati su
posmatrani i slikani na svetlosnom mikroskopu DMLB (Leica
0LFURV\VWHPV1HPDĀND
3.4.3. Imunohistohemijska tehnika detektovanja i kolokalizacije
proteina fluorescentno-obeleçenim antitelima
Fluorescentna imunohistohemijska detekcija proteina u
humanom fBAT izvråena je na parafinskim presecima debljine 5µm,
GHSDUDILQL]LUDQLP L UHKLGUDWLVDQLP UXWLQVNL QDNRQ ĀHJD VH SULVWXSLOR
GHPDVNLUDQMX HSLWRSD L LVSLUDMX X 3%6 QD LVWL QDĀLQ NDR ]D /6$%
PHWRGX %ORNLUDQMH QHVSHFLILĀQRJ YH]LYDQMD MH L]YUåHQR LQNXELUDQMHP
preseka u 1% rastvoru BSA u 0.1% rastvoru Triton X deterdçenta u
PBS, 30 min. Preseci su, bez ispiranja zatim inkubirani sa smeåom
SULPDUQLKDQWLWHODQD(5ǂ6DQWD&UX]6$'XUD]EODçHQMXL(5ǃ
*HQH7H[ 6$' X UD]EODçHQMX  SUHNR QRþL QD  0C. Nakon
inkubacije preseci su isprani u PBS i inkubirani fluorescentno-
REHOHçHQLP RGJRYDUDMXþLP VHNXQGDUQLP DQWLWHOLPD DQWL]HĀMHDQWL
miåje fluorescinom (FITC) obeleçeno antitelo, zapreminskog razblaçenja
 $EFDP 8. DQWL]HĀMHDQWLPLåMH $OH[D )OXRU  REHOHçHQR
antitelo, zapreminskog razblaçenja 1:2000, (Invitrogen, UK)), 30 minuta
na sobnoj temperaturi u mraku. Po ispiranju, preseci su montirani u
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0RZLRO 3RO\VFLHQFHV 1HPDĀND L DQDOL]LUDQL QD NRQIRNDOQRP
PLNURVNRSX/60&DUO=HLVV1HPDĀND
,VWL SRVWXSDN MH XSRWUHEOMHQ ]D GHWHNFLMX L NRORNDOL]DFLMX (5ǂ L
(5ǃ VD 33$5Ǆ L 3*&ǂ NRULåþHQMHP RGJRYDUDMXþLK VHNXQGDUQLK
DQWLWHOD 3ULPDUQD DQWLWHOD VX NRULåþHQD X UD]EODçHQMX  ]D 33$5Ǆ
$EFDP8.L]D3*&ǂ$EFDP8.
.YDQWLILNDFLMD L VWDWLVWLĀNDREUDGD UH]XOWDWDNRORNDOL]DFLMH
proteina
Kvantifikacija kolokalizacije imunofluorescentno obeleçenih
SURWHLQD MH XUDāHQD QD SR GHVHW PLNURJUDILMD VOLNDQLK SRG LVWLP
XVORYLPD X] SRPRþ ,PDJH- -$&R3 SURJUDPD L]UDĀXQDYDQMHP
Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugin
s/track/jacop.html), Bolte i Cordelieres, 2006). Vrednost Pearsonovog
NRUHODFLRQRJ NRHILFLMHQWD YHþD RG  VPDWUD VH SRX]GDQLP
SRND]DWHOMHP NRORNDOL]DFLMH L]PHāX GYH IOXRURIRUH RGQRVQR GYD
fluorescentno obeleçena proteina (Zinchuk i Zinchuk, 2008).
Rezultati su prikazani u vidu srednjih vrednosti za svaku grupu ±
VWDQGDUGQDJUHåND6(6WXGHQWWWHVWNRULåþHQMH]DSRUHāHQMHVUHGQMLK
YUHGQRVWL =DQDMQLçL VWHSHQ ]QDĀDMQRVWL X]HWD MH YUHGQRVW YHURYDWQRþH
p<0.05.
3.5. ANALIZA TKIVA NA NIVOU TRANSMISIONE
ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE (TEM)
3.5.1. Priprema tkiva za TEM
,VHĀFLWNLYDYHOLĀLQHRNRPP3 fiksirani su 2.5% glutaraldehidom
XIRVIDWQRPSXIHUX0S+ĀDVDSDSRVWILNVLUDQLRVPLMXP
WHWURNVLGRPX LVWRP SXIHUX  ĀDVD QD VREQRM WHPSHUDWXUL 8]RUFL VX
GHKLGUDWLVDQL VHULMRP DONRKROD UDVWXþH NRQFHQWUDFLMH L SURVYHWOMHQL X
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propilen-oksidu. Kalupljenje je izvråeno u Araldit smoli (Fluka,
1HPDĀNDĀDVDQDWHPSHUDWXULRG&
'RELMHQL NDOXSL VHĀHQL VX 8& XOWUDPLNWURWRPRP /HLFD
0LFURV\VWHPV1HPDĀNDQDWDQNHSUHVHNHQP3UHVHFLVXVWDYOMDQL
na mreçice i kontrastrirani uranil acetatom i olovo citratom u EM stain
DSDUDWX/HLFD0LFURV\VWHPV1HPDĀND=DSRWUHEHLPXQRFLWRKHPLMVNH
GHWHNFLMHSURWHLQDSUHVHFL VXVWDYOMDQLQDPUHçLFHSUHVYXĀHQHRORYNRP
za poboljåanje adhezije preseka (Coat-Quick »G«, Agar Scientific Ltd,
UK). Preseci su posmatrani i snimani na TEM CM12 (Philips/FEI,
Holandija).
3.5.2. Imunocitohemijska metoda detekcije proteina (imunogold
metoda) na nivou TEM
=DGHWHNFLMX(5ǂ L(5ǃQDXOWUDVWUXNWXUQRPQLYRXXKXPDQRP
I%$7 NRULåþHQD MH LPXQRFLWRKHPLMVND PHWRGD GHWHNFLMH X] SRPRþ
VHNXQGDUQLK DQWLWHOD REHOHçHQLK ĀHVWLFDPD ]ODWD LPXQRJROG PHWRGD
Nakon otkrivanja epitopa u citratnom puferu (3 minuta na 600W) i
ispiranja u 1% TBS-Tween (engl. Tris-buffered saline – Tween),
EORNLUDQRMHQHVSHFLILĀQRYH]LYDQMHDQWLWHODLQNXEDFLMRPWDQNLKSUHVHND
u 5% rastvoru BSA u TBS-Tween, 1h na sobnoj temperaturi. Mreçice sa
SUHVHFLPD VX SRWRP QDQRåHQH QD NDS SULPDUQRJ DQWLWHOD DQWL]HĀMH
SROLNORQVNR QD (5ǂ L DQWLPLåMH PRQRNORQVNR QD (5ǃ RGJRYDUDMXþHJ
UD]EODçHQMD L LQNXELUDQH SUHNRQRþL QD  0C. Po zavråetku inkubacije
preseci su isprani u TBS-Tween (10 puta po 1 minut) a zatim inkubirani
RJRYDUDMXþLP VHNXQGDUQLP DQWLWHOLPD DQWLPLåMH RGQRVQR DQWL]HĀMH
sekundarno antitelo, zapreminskog razblaçenja 1:20, Abcam, SAD)
REHOHçHQLPĀHVWLFDPD]ODWDYHOLĀLQHQPKQDVREQRMWHPSHUDWXUL3R
zavråetku inkubacije, preseci su isprani u TBS-Tween (deset puta) i




 (IHNDW L]ODJDQMD KODGQRþL QD WHUPRJHQL NDSDFLWHW %$7 L
mitohondriogenezu
4.1.1.1. Ekspresija UCP1 u BAT
.ROLĀLQD8&3L51.
3URPHQH NROLĀLQH L51. ]D 8&3 SULND]DQH VX QD Grafiku 1.
,]ODJDQMH SDFRYD KODGQRþL SRYHþDYD NROLĀLQX 8&3 L51. YHþ QDNRQ




sa kontrolnom grupom; ***p<0.001.
.ROLĀLQD8&3SURWHLQD





Slika 11. 3URPHQD NROLĀLQH 8&3 SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS
4.1.1.1.3. Imunohistohemijska detekcija UCP1
U BAT pacova kontrolne grupe detektovana je blaga
imunopozitivnost na UCP1 lokalizovana u citoplazmi mrkih adipocita
(Slika 12).
7ULVDWD L]ODJDQMDKODGQRþLVQDçQR LQGXNXMH LPXQRSR]LWLYQRVWQD
UCP1 u citoplazmi mrkih adipocita, a reakcija je detektovana i u
YH]LYQRWNLYQRM VWURPL QDURĀLWR RNR NDSLODUD 8 RYRM JUXSL ]DSDçD VH
KHWHURJHQRVWPHāXþHOLMDPDXVPLVOXHNVSUHVLMH8&31DLPHX%$7VH
QDL]PHQLĀQR VPHQMXMX JUXSDFLMH PDQMHJ EURMD þHOLMD NRMH VX 8&3
SR]LWLYQH L JUXSDFLMH þHOLMD NRMH VX QHJDWLYQH ]D 8&3 W]Y Å+DUOHNLQ
efekat“. Ovaj efekat je zapaçen kod svih ispitivanih grupa, ali je najviåe
L]UDçHQ NRG JUXSH NRMD MH L]ODJDQD KODGQRþL WUL VDWD 3RUHG SRYHþDQMD
LPXQRUHDNFLMH X PUNLP DGLSRFLWLPD JUXSH NRMH VX L]ODJDQH KODGQRþL
12-72 sata pokazuju reakciju i u citoplazmi unilokulusnih adipocita kao
L X SRMHGLQLP HQGRWHOVNLP þHOLMDPD 3RUHG WRJD XRĀHQD MH ORNDOL]DFLMD
8&3 X QXNOHXVLPD PUNLK DGLSRFLWD D QDMMDĀD QXNOHXVQD
LPXQRSR]LWLYQRVW]DSDçHQDMHXJUXSLNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWD
/RNDOL]DFLMD 8&3 X QXNOHXVLPD PUNLK DGLSRFLWD MH SRWYUāHQD
imunogold metodom (naåi neobjavljeni podaci).
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Na slici 13 prikazane su reprezentativne mikrografije preseka
WNLYDJUXSHNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWDQDYHþHPXYHOLĀDQMX.DR
åWR VH YLGL WNLYR SRND]XMH þHOLMVNX KHWHURJHQRVW X SRJOHGX HNVSUHVLMH
8&3 NRML VH HNVSULPLUD X QDMYHþHP EURMX PUNLK DGLSRFLWD DOL
detektovani su i mrki adipociti sa potpunim odsustvom reakcije.
+HWHURJHQRVW þHOLMD X SRJOHGX HNVSUHVLMH 8&3 VPR ]DSD]LOL QH
VDPR X PUNLP DGLSRFLWLPD  YHþ L X HQGRWHOVNLP L JODWNLP PLåLþQLP
þHOLMDPDYHþLKNUYQLKVXGRYD%$7
4.1.1.2. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina
Za razliku od kontrolne grupe u kojoj je detektovana umerena
LPXQRSR]LWLYQRVW]DQRUDGUHQDOLQXVYLPLVSLWLYDQLPWDĀNDPDL]ODJDQMD
KODGQRþL ]DEHOHçHQR MH SRYHþDQMH LPXQRUHDNFLMH 5HDNFLMD MH
detektovana u nervnim zavråecima, citoplazmi mrkih adipocita i
HQGRWHOVNLK þHOLMD L X YH]LYQRWNLYQRM VWURPL RNR NUYQLK VXGRYD 6D
SRYHþDQMHPWUDMDQMDVWLPXOXVDUHDNFLMDQDQRUDGUHQDOLQVHGHWHNWXMHLX
QXNOHXVLPDPUNLKDGLSRFLWDLHQGRWHOVNLKþHOLMDåWRMHSRVHEQRL]UDçHQR
X JUXSL NRMD MH L]ODJDQD  VDWD KODGQRþL JGH MH UHDNFLMD QDMYHþLP
delom zabeleçena u nukleusima (Slika 14).
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detektovana u nukleusima mrkih adipocita (a), adipogeno-angiogenim klasterima (b,c)
LJODWNLPPLåLþQLPþHOLMDPDYHþLKNUYQLKVXGRYDd). Imunopozitivnost mrkih adipocita










8 SRUHāHQMX VD NRQWURORP NRG çLYRWLQMD L]ODJDQLK KODGQRþL



















Slika 15. 3URPHQD NROLĀLQH 33$5Ǆ SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS





9UHPHQVNL ]DYLVQH SURPHQH NROLĀLQH 3*&ǂ SULND]DQH VX QD
slici 16 7RNRP L]ODJDQMDKODGQRþL GHWHNWRYDQR MH ]QDĀDMQR SRYHþDQMH
3*&ǂ SURWHLQD X VYLP HNVSHULPHQWDOQLP JUXSDPD X RGQRVX QD
NRQWUROXVDQDMYHþRPGHWHNWRYDQRPYUHGQRåþXQDNRQVDWD
Slika 16. 3URPHQD NROLĀLQH 3*&ǂ SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS
4.1.1.5. Ultrastrukturna analiza mitohondriogeneze u mrkim
adipocitima
1D QLYRX 7(0 XRĀDYD VH GD PLWRKRQGULMH PUNLK DGLSRFLWD
NRQWUROQHJUXSHYDULUDMXXSRJOHGXYHOLĀLQHLREOLNDLGDSRVHGXMXPDOL
EURMNULVWLVODELMHXUHāHQRVWLSlika 17).
8 VYLP JUXSDPD NRMH VX L]ODJDQH KODGQRþL SRYHþDYD VH EURM
PLWRKRQGULMD NRMH ]DGRELMDMX SUDYLODQ ORSWDVW REOLN L SRYHþDQ EURM
SUDYLOQRXUHāHQLKSDUDOHOQRSRVWDYOMHQLKNULVWL
0LWRKRQGULMH JUXSH L]ODJDQH KODGQRþL  VDWD SRND]XMX QDMYHþX
heterogenost u pogledu oblika. Naime, „smenjuju“ se mrki adipociti sa
NODVLĀQLP ORSWDVWLP PLWRKRQGULMDPD L PUNL DGLSRFLWL VD YHRPD
raznolikim oblicima mitohondrija, od loptastih preko izduçenih do
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ovalnih, kao i mitohondrijama u deobi. Kriste ove grupe mitohondrija
joå uvek nisu u potpunosti diferencirane, za razliku od grupe koja je
L]ODJDQD KODGQRþL  VDWL NRG NRMH MH QDMYHþL EURM PLWRKRQGULMD X
potpunosti termogeno osposobljen, sa velikim brojem paraleno
SRVWDYOMHQLKNULVWL3RUHGQMLKXRĀDYDMXVHLPDOHDWLSLĀQHPLWRKRQGULMH
VYHWORJKRPRJHQRJPDWULNVDQDMĀHåþHEH]NULVWL7RNRPGDOMHJL]ODJDQMD
KODGQRþL SRUHG WRJD åWR VXPLWRKRQGULMH EURMQH XJODYQRPX IL]LĀNRP
kontaktu sa lipidnim telima, zapaçena su i brojna lipidna tela unutar
PLWRKRQGULMD 8 VYLP HNVSHULPHQWDOQLP JUXSDPD XRĀHQD MH
PLWRKRQGULMDOQD ORND]LOL]DFLMD X] HQGRSOD]PDWLĀQL UHWLNXOXP 1DMYHþL




Slika 17. Mitohondrije BAT pacova kontrolne grupe (aLJUXSDL]ODJDQLKKODGQRþLb-
g ,]ODJDQMHKODGQRþLGRYRGLGRSRMDYHPLWRKRQGULMDUD]OLĀLWLKREOLNDbLYHOLĀLQH c).
0LWRKRQGULMH VX ĀHVWR ORNDOL]RYDQH X] OLSLGQD WHOD GRN VH PDQMD OLSLGQD WHOD PRJX
XRĀLWL X QHNLP PLWRKRQGULMDPD c-insert 3RMDYD SUDYLOQR XUHāHQLK SDUDOHOQR
SRVWDYOMHQLK NULVWL MH XRĀHQD X VYLP JUXSDPD L]ODJDQLK KODGQRþL *UXSD L]ODJDQD
KODGQRþLVDWDSRND]DODMHQDMYHþXXĀHVWDORVWSRMDYHYHOLNLKPLWRKRQGULMDXNRMLPD





8 RGQRVX QD NRQWUROQX JUXSX NROLĀLQD PW'1. VH ]QDĀDMQR
VPDQMXMH NRG JUXSD L]ODJDQLK KODGQRþL   L  VDWD S D
]QDĀDMQRSRYHþDQMHVHXRĀDYDLVDWDS1DMYHþDYUHGQRVW
NROLĀLQHPW'1.MHSRND]DQDXJUXSLNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWLGRN
grupa koja je izlagana 48 sati nije pokazala promene, odnosno odrçala
je nivo mtDNK na kontrolnom nivou (Grafik 4).
Grafik 4. 3URPHQDNROLĀLQHPW'1.X%$7WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLSRUHāHQMHVD
kontrolnom grupom ***p<0.001, **p<0.01
.ROLĀLQD'USSURWHLQD
3URPHQH NROLĀLQH 'US SURWHLQD SULND]DQH VX QD slici 18. U
SRUHāHQMXVDNRQWURORPL]ODJDQMHçLYRWLQMDKODGQRþL]QDĀDMQRS
SRYHþDYD NROLĀLQX 'US SURWHLQD X VYLP LVSLWLYDQLP YUHPHQVNLP
WDĀNDPD 0DNVLPDOQD YUHGQRVW MH SRND]DQD X JUXSL çLYRWLQMD NRMH VX
L]ODJDQHKODGQRþLVDWD
.ROLĀLQD0IQSURWHLQD
Rezultati proteinske ekspresije mitofuzina 2 (Slika 19) pokazuju





Slika 18. 3URPHQD NROLĀLQH 'US SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS





Slika 20 SULND]XMH GD L]ODJDQMH KODGQRþL SRYHþDYD NROLĀLQX
SURWHLQD15)X VYLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPDXSRUHāHQMX VD NRQWURORP
(p<0.001).
Slika 20. 3URPHQD NROLĀLQH 1UI SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS




573&5 DQDOL]D ]D &(%3ǂ SULND]DQD MH QD grafiku 5. Nivo
WUDQVNULSWD ]D &(%3ǂ L]UD]LWR MH PDQML X VYLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPD
HNVSHULPHQWD WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL S NRMH VNRUR X
potpunosti gasi transkripciju ovog gena u BAT pacova.
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Grafik 6 SULND]XMH ]QDĀDMQR YDULUDQMH X NROLĀLQL 33$5ĵ L51.
PHāX UD]OLĀLWLP WDĀNDPD L]ODJDQMD KODGQRþL ,]ODJDQMH KODGQRþL 
SLVDWLSVQLçDYDNROLĀLQXWUDQVNULSWDX%$7SDFRYD
GRN L]ODJDQMH LVDWLSRYHþDYDNROLĀLQX33$5ĵ L51. S8
JUXSL çLYRWLQMD NRMH VX L]ODJDQH KODGQRþL  L  VDWD NROLĀLQD L51.
33$5ĵMHQDQLYRXNRQWUROQHJUXSH
Grafik 6. 3URPHQDNROLĀLQH33$5ĵL51.X%$7WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLSRUHāHQMH





3URPHQH NROLĀLQH 3&1$ SURWHLQD SULND]DQH VX QD slici 21. U
SRUHāHQMXVDNRQWURORPL]ODJDQMHçLYRWLQMDKODGQRþLSSRND]XMH
tendenciju rasta ekspresije PCNA proteina u svim ispitivanim
YUHPHQVNLP WDĀNDPD RVLP  VDWD NDGD MH GHWHNWRYDQR ]QDĀDMQR
smanjenje (p<0.05).
Slika 21. 3URPHQD NROLĀLQH 3&1$ SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPSS
4.1.2.3.2. Imunohistohemijska detekcija PCNA
BAT kontrolne grupe çivotinja pokazalo je veoma blagu
imunopozitivnost za PCNA (Slika 22), prevashodno u vezivno-tkivnoj
VWURPLDOLLXPDQMHPEURMXQXNOHXVDPUNLKDGLSRFLWD0HāXWLPYHþRG
 VDWD L]ODJDQMD  KODGQRþL ]DSDçHQD MH VQDçQD LQGXNFLMD 3&1$
LPXQRUHDNWLYQRVWL SRYHþDQMHP EURMD 3&1$ SR]LWLYQLK QXNOHXVD
HQGRWHOVNLK SUHNXUVRUVNLK L þHOLMD PUNLK DGLSRFLWD L SRMDYRP MDNH
reakcije u vezivno-tkivnoj stromi. Isti obrazac reakcije detektovan je u
VYLP RVWDOLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPD X] SRMDYX EODJH FLWRSOD]PDWVNH
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UHDNFLMH 1DMYHþL EURM QXNOHXVD SR]LWLYDQ ]D 3&1$ MH SRND]DQ X JUXSL
NRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWD
4.1.2.4. Ekspresija Ki-67
4.1.2.4.1. Imunohistohemijska detekcija Ki-67
Slika 23 pokazuje imunohistohemijsku detekciju Ki-67 u BAT.
.DR åWR VH YLGL QDMYHþL EURM PUNLK DGLSRFLWD NRQWUROQH JUXSH QLMH
SR]LWLYDQ QD .L ]D UD]OLNX RG HQGRWHOVNLK þHOLMD ,]ODJDQMH KODGQRþL
GRYRGL GR SRMDĀDQH LPXQRUHDNFLMH X SUYLP VDWLPD  VDWL NDGD MH
GHWHNWRYDQD UHDNFLMD MDĀD X HQGRWHOVNLP þHOLMDPD L YH]LYQRWNLYQRM
VWURPL 1HåWR VODELMD UHDNFLMD LDNR MDĀD RG NRQWUROQH SRND]DQD MH X
JUXSDPD L]ODJDQLPKODGQRþLXSHULRGXRGVDWDNDGDVHUHDNFLMD
detektuje i u citoplazmi mrkih adipocita. Imunopozitivnost se opet




Slika 22. Imunohistohemijska detekcija PCNA u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
L]ODJDQLKKODGQRþLb-g). Reprezentativne mikrografije vezivno-tkivne strome (c-insert),








4.1.2.5. Ekspresija FABP4 (engl. fatty acid binding protein 4)
.ROLĀLQD)DESL51.
U odnosu na kontrolnu grupu, nivo transkripta (Grafik 7) za



















KODGQRþL  VDWL S =QDĀDMQR VPDQMHQMH S VH RSHW
GHWHNWXMHSRVOHVDWDL]ODJDQMDKODGQRþLGrafik 9).
Grafik 8. 3URPHQDNROLĀLQH0\IL51.X%$7WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLSRUHāHQMH
sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05.
Grafik 9. 3URPHQDNROLĀLQH%03L51.X%$7WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLSRUHāHQMH




.RG çLYRWLQMD L]ODJDQLK KODGQRþL XRĀHQR MH ]QDĀDMQR SRYHþDQMH
NROLĀLQH%03SURWHLQDXVYLPHNVSHULPHQWDOQLPJUXSDPDSX
SRUHāHQMXVDNRQWURORPSlika 24).
Slika 24. 3URPHQD NROLĀLQH %03 SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPS
4.1.2.7.3. Imunohistohemijska detekcija BMP7 proteina
Kontrolna grupa pokazala je slabu citoplazmatsku reakciju na
%03NDNRXPUNLPDGLSRFLWLPDWDNRLXFLWRSOD]PLHQGRWHOVNLKþHOLMD
,]ODJDQMH KODGQRþL WUL VDWD GRYHOR MH GR SRYHþDQMD LPXQRUHDNFLMH
prvenstveno u vezivno-tkivnoj stromi, ali i u citoplazmi mrkih adipocita i
SUHDGLSRFLWD SRVHEQR X þHOLMDPD DGLSRJHQRDQJLRJHQLK NODVWHUD ,VWL
obrazac imunoreakcije na BMP7 zapaça se u ostalim ispitivanim





Slika 25. Imunohistohemijska detekcija BMP7 u BAT kontrolne grupe (a) i grupa






3URPHQH NROLĀLQH L51. %03 SULND]DQH VX QD grafiku 10.
,]ODJDQMH KODGQRþL WRNRP SUYLK åHVW VDWL QLMH GRYHOR GR SURPHQD X
NROLĀLQL%03L51.]DUD]OLNXRGJUXSDL]ODJDQLKLVDWD
NDGD MH NROLĀLQD L51. ]D %03 ]QDĀDMQR YHþD X RGQRVX QD NRQWUROX
(p<0.001).
Grafik 10. 3URPHQDNROLĀLQH%03L51.X%$7WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLSRUHāHQMH
sa kontrolnom grupom ***p<0.005.
4.1.2.9. Ekspresija KLF9
.ROLĀLQD./)L51.
Grafik 11 SULND]XMH SURPHQHNROLĀLQH L51. ]D./) =D UD]OLNX
RGJUXSHNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWLNRMDQLMHSRND]DODSURPHQHX
JUXSDPDL]ODJDQLPKODGQRþLVDWDQLYRWUDQVNULSWDMHVQLçHQXRGQRVX










SRND]XMX ]QDĀDMQR VPDQMHQMH NROLĀLQH ./) L51. S 1DNRQ
RYRJVPDQMHQMDNROLĀLQD./)L51.]QDĀDMQRVHSRYHþDYDSX
JUXSDPDL]ODJDQLPKODGQRþLLVDWDGrafik 12).




4.1.2.11. Ultrastrukturna analiza proliferacije i diferencijacije
mrkih adipocita
Za razliku od kontrolne grupe koju karakteriåu mrki adipociti sa
velikim lipidnim telima i malobrojnim mitohondrijama, grupe izlagane
KODGQRþLSRND]XMX]QDĀDMQHVWUXNWXUQHSURPHQH
1DNRQ  VDWD L]ODJDQMD KODGQRþL XRĀDYDMX VH SURPHQH XPUNLP
adipocitima na nivou lipidnih tela, mitohondrija i nukleusa (Slika 26).
Lipidna tela postaju sitnija, mitohondrije menjaju oblik ka ovalnom,
PDWULNV VH SURVYHWOMDYD D ĀHVWR VH XRĀDYDMX PLWRKRQGULMH X SURFHVX
deobe. U nukleusima se zapaçaju nukleolusi kao i znatan broj
interhromatinskih i perihromatinskih granula indikatora intezivne
obrade transkripata.
1D QLYRX ĀLWDYRJ WNLYD KODGQRþD LQGXNXMH SRYHþDQMH EURMQRVWL
SUHDGLSRFLWDNRMLVXXNRQWUROQRMJUXSLYHRPDUHWNRYLāDQL2YHþHOLMHVH
ODNR SUHSR]QDMX QD QLYRX 7(0 SR PDORM NROLĀLQL VYHWOH FLWRSOD]PH
PDOLP EURMHP PLWRKRQGULMD L OLSLGQLK NDSL 6OLĀQH SURPHQH DOL MDĀHJ
LQWHQ]LWHWDVX]DSDçHQHXWNLYXJUXSHNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWL
sa brojnim znacima sintetske aktivnosti mrkih adipocita i pradipocita,
kao åto su poliribozomi u citoplazmi i na spoljaånjoj membrani
nukleusnog ovoja (Slika 27).
3RUHG LQWHQ]LYQH SUROLIHUDFLMH L GLIHUHQFLMDFLMH þHOLMD X %$7
L]ODJDQMH KODGQRþL GRYRGL GR SRMDĀDQH LQHUYDFLMH WNLYD SRMDYH EURMQLK
QHPLMHOLQL]LUDQLK QHUYQLK YODNDQD XJODYQRP X] þHOLMH DGLSRJHQR
DQJLRJHQLK NODVWHUD L IRUPLUDQMD YHþLK QHUDYD JGH VH XRĀDYDMX L
mijelinizirani nervni zavråeci (Slika 28).
8 VYLP JUXSDPD L]ODJDQLP KODGQRþL HYLGHQWQR MH XVLWQMDYDQMH
OLSLGQLK WHOD1HVDPRGDGROD]LGRXVLWQMDYDQMDYHþLK OLSLGQLK WHODQD
PDQMHYHþLGRNRQYHU]LMHXQLORNXOXVQLKDGLSRFLWDXPXOWLORNXOXVQH=D
UD]OLNX RG NRQWUROH JGH VX þHOLMH JXVWR ÅSDNRYDQH´ X VYLP
HNVSHULPHQWDOQLP JUXSDPD ]DSDçHQR MH ÅUD]PLFDQMH´ þHOLMD L XYHþDQMH
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PHāXþHOLMVNRJ SURVWRUD 8 LQWHUVWLFLMXPX RNR DGLSRJHQRDQJLRJHQLK
NODVWHUDMDVQRVHXRĀDYDMXNRODJHQDYODNQD
6OLND%$7NRQWUROQH D L JUXSHNRMD MH L]ODJDQDKODGQRþL WUL VDWD EFGU
SRUHāHQMX VD NRQWURORP  VDWD L]ODJDQMD KODGQRþL GRYRGL GR SURPHQD NRMH VX
najizraçenije na nivou lipidnih tela (LtPLWRKRQGULMDLRUJDQHODXNOMXĀHQLKXVLQWHWVNH
SURFHVH8RGQRVXQDNRQWUROXKODGQRþDX%$7LQGXNXMHYHþXXĀHVWDORVWSUHDGLSRFLWD
(PA NRML VX QDMĀHåþH PDORJ YROXPHQD L XJODYQRP VPHåWHQL X] NDSLODUH c). U
nukleusima (NPUNLK DGLSRFLWD QXNOHROXV SRVWDMH L]UDçHQLML XND]XMXþL QD SRYHþDQX
SRWUHEXþHOLMD]DULER]RPLPDd). (KNDSLODU2ULJXYHOLĀDQMHa,b) 2650x; (c) 4400x;
(d) 7100x.
3RMDYD LQWHUVWLFLMVNLK þHOLMD L SUHDGLSRFLWD MH VYH YLåH L]UDçHQD VD
GXçLQRP WUDMDQMD VWLPXOXVD 1D PLWRWVNX VSRVREQRVW RYLK þHOLMD
XND]XMX ĀHVWR SULVXWQH FHQWULROH X FLWRSOD]PL X JUXSDPD L]ODJDQLP
KODGQRþL Slika 29 'HRERP LQWHUVWLFLMVNH þHOLMH QDVWDMH MHGQD
LQWHUVWLFLMVND þHOLMD L SUHDGLSRFLW NRMH VX MRå QHNR YUHPH X IL]LĀNRP
Rezultati
57
NRQWDNWX 3RUHG LQWHUVWLFLMVNLK þHOLMD VSRVREQRVW GHREH LPDMX L
preadipociti koji po deobi ostaju jedan pored drugog (Slika 30) i ulaze u
SURFHVGLIHUHQFLMDFLMHåWRVHPDQLIHVWXMHSRYHþDQMHPXNXSQRJYROXPHQD
þHOLMH LQWHQ]LYLUDQMHP PLWRKRQGULRJHQH]H L OLSRJHQH]H 3UHDGLSRFLWL VX
QDMĀHåþH YLāDQL X] NDSLODUH GRN VX LQWHUVWLFLMVNH þHOLMH XRĀHQH L
SRMHGLQDĀQR
'LIHUHQFLUDQMH þHOLMD MH QDML]UDçHQLMH X JUXSL NRMD MH L]ODJDQD
KODGQRþL   VDWD L SRGUD]XPHYD IRUPLUDQMH OLSLGQLK WHODX FLWRSOD]PL
SUHDGLSRFLWDNDRLGHREXPLWRKRQGULMD3UHDGLSRFLWLRYHJUXSHLPDMXYHþL
volumen (Slika 31) u odnosu na preadipocite iz drugih
HNVSHULPHQWDOQLKJUXSDDVDPLPWLPLYHþLEURMPLWRKRQGULMDLOLSLGQLK
tela. Pored preadipocita, intenzivirana je diferencijacija novonastalih
HQGRWHOVNLKþHOLMDNDRLIRUPLUDQMHYHþLKNUYQLKVXGRYD
6OLND%$7JUXSHNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWL(Insert) – izrazito euhromatski
nukleus mrkog adipocita sa brojnim interhromatinskim i perihromatinskim
granulama. (K) – kapilar, (N) – nukleus mrkog adipocita, (Lt) – lipidno telo, (') –




6OLND  %$7 JUXSH NRMD MH L]ODJDQD KODGQRþL  VDWL D – u citoplazmi mrkih
adipocita (MAXRĀDYDMXVHEURMQHJXVWRSDNRYDQHPLWRKRQGULMHLVLWQDOLSLGQDWHOD8
YH]LYQRWNLYQRM VWURPL SULVXWQD VX EURMQD QHPLMHOLQL]LUDQD QHUYQD YODNQD ʇ b)
Novonastali preadipocit (PAXIL]LĀNRPNRQWDNWXVDLQWHUVWLFLMVNRPþHOLMRP,ý). Orig.
XYHOLĀDQMHD[E[
6OLND  %$7 JUXSH NRMD MH L]ODJDQD KODGQRþL  VDWD ,]PHāXPUNLK DGLSRFLWD
(MA XRĀDYD VH XYHþDQMH PHāXþHOLMVNRJ SURVWRUD  a). U tkivu su zapaçeni brojni
procesi konverzije unilokulusnih adipocita u multilokulusne (b). (c 8YHþDQ GHWDOM
XVLWQMDYDQMD OLSLGQRJ WHOD ʇ WRNRP NRQYHU]LMH XQLORNXOXVQRJ X PXOWLORNXOXVQL
adipocit. (d) Usitnjavanje lipidnih tela je prisutno i u multilokulusnim adipocitima.
Veliki broj cisterni kompleksa Goldçi (kG) u citoplazmi preadipocita ukazuje na





%$7 MH SUDþHQD LQWHQ]LYQLP UHPRGHOLUDQMHP YDQþHOLMVNRJ PDWULNVD XRĀDYD VH
UD]UDVWDQMH WNLYDåLUHQMHPHāXþHOLMVNRJSURVWRUDNDNRRNRSRMHGLQDĀQLKþHOLMD WDNR L
oko adipogeno-angiogenih klastera (a). Prisustvo centriola (krug) u citoplazmi
LQWHUVWLFLMVNHþHOLMHXND]XMHQDPLWRWLĀNXVSRVREQRVWRYLKþHOLMDb,]ODJDQMHKODGQRþL
SRYHþDYD LQHUYDFLMXSDVHXRĀDYDMXEURMQLQHUYLVDQHPLMHOLQL]LUDQLP FUQDVWUHOLFD L
mijeliniziranim (bela strelica) nervnim vlaknima (c 3RYHþDQD MH XþHVWDORVW GHRED




X]GXçQR SUHVHĀHQD NRODJHQD YODNQD e). (MA) – mrki adipociti; (K) – kapilar; (En) –





grupe postepeno dostiçe karakteristike zrelih adipocita (MA), iako se joå uvek razlikuju





Rezultati prikazani na grafiku 13 pokazuju da kod svih grupa
çLYRWLQMD NRMH VX L]ODJDQH KODGQRþL GROD]L GR SRYHþDQMD WUDQVNULSWD ]D








Promene proteinske ekspresije VEGF prikazane su na slici 32.
,]ODJDQMH KODGQRþL ]QDĀDMQR LQGXNXMH HNVSUHVLMX 9(*) X VYLP
LVSLWLYDQLP YUHPHQVNLP WDĀNDPD WRNRP WUDMDQMD HNVSHULPHQWD
(p<0.005) osim 12. sata (p<0.025) kada je detektovano smanjenje
NROLĀLQH9(*)XSRUHāHQMXVDNRQWURORP
Slika 32. 3URPHQD NROLĀLQH 9(*) SURWHLQD X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPSS
4.1.3.1.3. Imunohistohemijska detekcija VEGF
Rezultati imunohistohemijske detekcije VEGF prikazani su na
Slici 33. U kontrolnoj grupi je detektovana umerena citoplazmatska
UHDNFLMD SUHYDVKRGQR HQGRWHOVNLK þHOLMD2G VDWD L]ODJDQMDKODGQRþL
pa do kraja ispitivanog perioda imunopozitivnost za VEGF linearno
UDVWH L ]DEHOHçHQD MH X FLWRSOD]PLPUNLK DGLSRFLWD HQGRWHOVNLK þHOLMD
preadipocita i vezivno-tkivnoj stromi.
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Grafik 14 SULND]XMH SURPHQH NROLĀLQH L51. ]D HQGRJOLQ *UXSH
NRMH VX L]ODJDQHKODGQRþL WRNRPRGQRVQRVDWLSRND]XMX ]QDĀDMQR
VPDQMHQMH NROLĀLQH ]D L51. HQGRJOLQ S ]D UD]OLNX RG JUXSH
çivotinja koje su izlagane 12 (p<0.01), 24, 48 i 72 sata kada je
GHWHNWRYDQR]QDĀDMQRSRYHþDQMHSXRGQRVXQDNRQWUROX
Grafik 14. 3URPHQD NROLĀLQH HQGRJOLQ L51. X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 
SRUHāHQMHVDNRQWUROQRPJUXSRPSS
4.1.3.3. Ultrastrukturna analiza angiogeneze u BAT
1D QLYRX 7(0 NRG NRQWUROQH JUXSH çLYRWLQMD XRĀDYD VH WLSLĀDQ
L]JOHG HQGRWHOVNLK þHOLMD VD QXNOHXVRP NRML ]DX]LPD QDMYHþL GHR
citoplazme i manjim brojem organela.
,]ODJDQMH KODGQRþL X VYLP JUXSDPD GRYRGL GR DNWLYDFLMH
HQGRWHOVNLK þHOLMD åWR VH MDVQR ]DSDçD QD RVQRYX HXKURPDWVNLK
QXNOHXVD SRYHþDQRJ EURMD RUJDQHOD XNOMXĀHQLK X VLQWHWVNH SURFHVH L
pojavom tamnih granula u citoplazmi. Pored toga, izraçena je pojava




þHOLMH NRMH þH NUHQXWL X SURFHV GLIHUHQFLMDFLMH .DNR RGPLĀH SURFHV
GLIHUHQFLMDFLMH þHOLMH DGLSRJHQRDQJLRJHQRJ NODVWHUD VH SRVWHSHQR
UD]GYDMDMXDOLLGDOMHRVWDMXXNRQWDNWXEURMQLPPHāXþHOLMVNLPYH]DPD
åWRVHMDVQRXRĀDYDQDQLYRX7(0Slika 34).
8SUYLP VDWLPD  VDW L]ODJDQMDKODGQRþL GRPLQDQWDQ MH HIHNDW
DNWLYDFLMHHQGRWHOVNLKþHOLMDåWRþHRPRJXþLWLGDOMHSURPHQHYDVNXODUQH
PUHçH IRUPLUDQMH NDSLODUQLK ÅL]GDQDND´ L PLWR]X HQGRWHOVNLK þHOLMD
8NROLNR XSRUHGLPR RYD GYD IHQRPHQD XRĀDYD VH GD WRNRP L]ODJDQMD
KODGQRþL SUYR GROD]L GR YD]RGLODWDFLMH L SRYHþDQMD NRQWDNWQH SRYUåLQH
L]PHāXNDSLODUDLPUNLKDGLSRFLWDXJUXSDPDNRMHVXL]ODJDQHKODGQRþL
X FLOMX REH]EHāLYDQMD SRYHþDQRJ SURWRND NUYL NUR] WNLYR L YHOLĀLQH
lumena krvnih sudova, a zatim i do formiranja novih kapilara.
.DRSUDWHþLSURFHVGLODWDFLMH L UD]YRMDNDSLODUDYHRPD MH L]UDçHQD
ekstravazacija eritrocita vidljiva na nivou svetlosne i transmisione
HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH SRĀHY RG  VDWD L]ODJDQMD KODGQRþL D
QDML]UDçHQLMDMHXJUXSLNRMDMHL]ODJDQDKODGQRþLVDWD3RUHGWRJDåWR
EURM DNWLYLUDQLK HQGRWHOVNLK þHOLMD L NDSLODUQLK L]GDQDND UDVWH VD




6OLND  $QJLRJHQH]D X %$7 WRNRP KODGQRþRP LQGXNRYDQH KLSHUSOD]LMH (a)
kontrola; (b-h) JUXSH L]ODJDQH KODGQRþL 3UYL RGJRYRU WNLYD QD L]ODJDQMH KODGQRþL MH
vazodilatacija (b,g D ]DWLP DQJLRJHQH]D NDSLODUD SUDþHQD XĀHVWDORP SRMDYRP
adipogeno-angiogenih klastera (c,d,e,f(QGRWHOVNHþHOLMHLSUHNXUVRULPUNLKDGLSRFLWD
VX X IL]LĀNRP NRQWDNWX d $GLSRJHQRïDQJLRJHQL NODVWHU ]YH]GLFD PHāXþHOLMVND
NRPXQLNDFLMD UHJLRQ LVSUHNLGDQH OLQLMH ,]ODJDQMH KODGQRþL GRYRGL GR DNWLYDFLMH
HQGRWHOVNLK þHOLMD L SRMDYH RUJDQHOD XNOMXĀHQLK X VLQWHWVNH SURFHVH h). Orig.
XYHOLĀDQMHa,c,g) 2650x, (b,e,f,h) 4400x; (d) 5600x.
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4.2. RAZVOJ HUMANOG FETALNOG BAT
4.2.1.Ultrastrukturna analiza humanog fBAT
8OWUDVWUXNWXUQD DQDOL]D MH SRND]DOD GD KXPDQR I%$7 ĀLQH
QDMYHþLPGHORPGLIHUHQFLUDQLPUNLDGLSRFLWLEURMQHSUHNXUVRUVNHþHOLMH
XUD]OLĀLWLPID]DPDGLIHUHQFLMDFLMHNDRLEURMQLNDSLODULSlika 35).
3RUHG WRJD XRĀHQR MH GD VX PH]HQKLPVNH VWHP þHOLMH L
preadipociti pozicionirani uglavnom u blizini kapilara (Slika 36) i da
IRUPLUDMXDGLSRJHQRDQJLRJHQHNODVWHUH3UHNXUVRUVNHþHOLMHPHāXVREQR
RVWYDUXMX EURMQH PHāXþHOLMVNH NRPXQLNDFLMH NDR L NRPXQLNDFLMH VD
HQGRWHOVNLP þHOLMDPD 3UHDGLSRFLWL þHOLMH NRMH VH ODNR SUHSR]QDMX SR
SRĀHWQRP QDNXSOMDQMHP OLSLGQLK WHOD SRVHGXMX YHþL EURM RUJDQHOD X
FLWRSOD]PL X RGQRVX QD PH]HQKLPVNH VWHP þHOLMH NDR L EURMQH
JOLNRJHQVNH SDUWLNXOH 1DMYHþt EURM PLWRKRQGULMD X FLWRSOD]PL
preadipocita nema kriste. Ultrastrukturna analiza preseka je pokazala
EURMQHXQLORNXOXVQHþHOLMHXNRMLPDVHYLGLXVLWQMDYDQMH MHGQRJYHOLNRJ
lipidnog tela. U pojedinim preadipocitima se u citoplazmi pored lipidnih
WHODXRĀDYDMXLFLWRVNHOHWQLHOHPHQWLSDUDOHOQHRUJDQL]DFLMHNRMLL]JOHGRP
SRGVHþDMXQDVDUNRPHUH
Multilokulusne, diferencirane mrke adipocite humanog fBAT
(Slika 37) karakteriåu sve ultrastrukturne odlike adultnih adipocita
%$7YHþLEURMNUXSQLK OLSLGQLKWHODRNUXJDRHXKURPDWVNLQXNOHXVVD
izraçenim nukleolusom (nekada i dva) i brojne okrugle mitohondrije sa
SDUDOHOQRSDNRYDQLPNULVWDPDÿHVWRVHXQXNOHXVLPDPUNLKDGLSRFLWD




Slika 35. Ultrastruktura humanog fBAT. (MA) – mrki adipocit, (PA) –preadipocit, (K)
- kapilar, (06ý²PH]HQKLPVNDVWHPþHOLMD2ULJXYHOLĀDQMH[
Slika 36. 3UHNXUVRUVNHþHOLMHKXPDQRJI%$7Preadipociti VXQDMĀHåþHSR]LFLRQLUDQL
uz kapilare (aIRUPLUDMXþLDGLSRJHQRDQJLRJHQHNODVWHUH (b) u kojima se vidi da su ove
þHOLMHX IL]LĀNRP NRQWDNWX c 1DMYHþL EURMPLWRKRQGULMD SUHDGLSRFLWD QHPDMX NULVWH
(d,e). Unilokulusni mrki adipocit (f L VDUNRPHUDPDVOLĀQR RUJDQL]RYDQ FLWRVNHOHW X
preadipocitima (g5HJLRQLVSUHNLGDQHOLQLMHSULND]XMHIL]LĀNLNRQWDNWGYDSUHDGLSRFLWD
GRN UHJLRQL XRNYLUHQL SXQRP OLQLMRP SULND]XMX PLWRKRQGULMH 2ULJ XYHOLĀDQMH a)
3400x; (b) 4400x; (c) 2650x; (d,e) 11500x; (g) 7100x.
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Slika 37. Mrki adipocit humanog fBAT. (a) Multilokulusni, diferencirani mrki
adipociti humanog fBAT karakteriåu sve ultrastrukturne odlike adultnih adipocita:
YHþL EURM NUXSQLK OLSLGQLK WHOD RNUXJDR HXKURPDWVNL QXNOHXV VD L]UDçHQLP
nukleolusom (nekada i dva) i brojne okrugle mitohondrije sa paralelno pakovanim
kristama (b). U nukleusima se zapaçaju brojni perihromatinski fibrili (isprekidane
OLQLMHSRND]DWHOMLLQWH]LYQHREUDGHWUDQVNULSDWD2ULJXYHþDQMHa) 2650x; (b) 11500x;
(c) 31000x.
3RUHGQDEURMDQLKþHOLMDXKXPDQRPI%$7XRĀDYDVHSURVYHWOMHQ
XYHþDQ PHāXþHOLMVNL SURVWRU X NRPH VH RNR þHOLMD ]DSDçDMX NRODJHQD
vlakna (Slika 38).





4.2.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT
4.2.2.1. Imunohistohemijska detekcija UCP1
Na slici 40 prikazana je imunohistohemijska detekcija UCP1 u
humanom fBAT. U ovom periodu BAT se sastoji od brojnih manjih i
YHþLKOREXVDNRMLVXMDVQRRGYRMHQLYH]LYQRWNLYQRPVWURPRP2NR%$7
XRĀDYD VH SRSUHĀQRSUXJDVWD PXVNXODWXUD D QD SHULIHULML OREXVD
dominiraju krupni, unilokulusni adipociti, dok su multilokulusni
DGLSRFLWLSR]LFLRQLUDQLQDMYHþLPGHORPXVUHGLåWXOREXVD
1D YHþHP XYHOLĀDQMX MDVQR VH GHWHNWXMH MDND 8&3
imunopozitivnost kako u zrelim multilokulusnim, tako i u
XQLORNXOXVQLP DGLSRFLWLPD 5HDNFLMD MH XRĀHQD X FLWRSOD]PL DOL L
EURMQLPQXNOHXVLPDRYLKþHOLMD3RUHGWRJDMDNDUHDNFLMDMHSULVXWQDX
vezivno-tkivnoj stromi humanog fBAT i malim lobusima u procesu
IRUPLUDQMD(QGRWHOVNHþHOLMHXJODYQRPYHþLKNUYQLKVXGRYDVXSRND]DOH





Promene proteinske ekspresije UCP1 su prikazane na slici 39. U





Slika 40. Imunohistohemijska detekcija UCP1 u humanom fBAT. UCP1 je
lokalizovan u (a) multilokulusnim mrkim adipocitima, (b) unilokulusnim adipocitima,
(c YH]LYQRWNLYQRM VWURPL HQGRWHOVNLP þHOLMDPD YHþLK NUYQLK VXGRYD e) kao i u
FLWRSOD]PL SRSUHĀQRSUXJDVWLK PLåLþQLK þHOLMD f (QGRWHOVNH þHOLMH PDQMLK NUYQLK
sudova nisu pokazale reakciju (g2ULJXYHOLĀDQMHA) 10x (B) 40x.
4.2.2.3. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina
Kao åto se vidi na slici 41, noradrenalin je detektovan u
citoplazmi mrkih adipocita humanog fBAT i nervnim zavråecima, u
kojima je reakcija najviåe izraçena.
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Slika 41. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina u humanom fBAT. Orig.
XYHOLĀDQMH[
4.2.3. Regulatori diferencijacije i mitohondriogeneze humanog
fBAT
.ROLĀLQDSURWHLQD33$5Ǆ
Promene proteinske ekspresije su prikazane na slici 42. U










4.2.4. Regulatori strukturnog i funkcijskog razvoja humanog fBAT
4.2.4.1. Estrogenski receptori
.ROLĀLQDSURWHLQD(5ǂL(5ǃ
9UHPHQVNL ]DYLVQH SURPHQH NROLĀLQH (5ǂ SULND]DQH VX QD slici
44. .DR åWR VH YLGL NROLĀLQD (5ǂ SURJUHVLYQR UDVWH SRĀHY RG ;9,, GR
;;,,,QHGHOMHIHWDOQRJUD]YRMD8LVWRPSHULRGXNROLĀLQD(5ǃMHPDQMDX
SRUHāHQMX VD NROLĀLQRP (5ǂ äWD YLåH (5ǃ SURWHLQ QLMH GHWHNWRYDQ
Western blot analizom u XVII i XXIII nedelji razvoja humanog fBAT.
6OLND.ROLĀLQD(5ǂL(5ǃXKXPDQRPI%$7
,PXQRKLVWRKHPLMVNDGHWHNFLMD(5ǂL(5ǃ
5H]XOWDWL LPXQRKLVWRKHPLMVNH GHWHNFLMH (5ǂ L (5ǃ VX SULND]DQL
na slici 45. Jaka citoplazmatska imunopozitivnost i nukleusna
ORNDOL]DFLMD(5ǂ]DEHOHçHQDMHXPUNLPDGLSRFLWLPDNDRLXHQGRWHOVNLP
þHOLMDPD 9H]LYQRWNLYQD VWURPD KXPDQRJ I%$7 MH WDNRāH SRND]DOD
LPXQRSR]LWLYQRVW GRN MH UHDNFLMD ]D (5ǃ SULVXWQD VDPR X ]UHOLP






5H]XOWDWL LPXQRFLWRKHPLMVNH DQDOL]H ]D (5ǂ X KXPDQRP I%$7 VX
prikazani na slici 46. Prisustvo imunogold partikula je zapaçeno u
FLWRSOD]PL L QXNOHXVLPD ]UHOLK PUNLK DGLSRFLWD HQGRWHOVNLK þHOLMD
SUHDGLSRFLWLPDLPH]HQKLPVNLPVWHPþHOLMDPD
6OLND  ,PXQRFLWRKHPLMVND GHWHNFLMD (5ǂ X KXPDQRP I%$7 Imunogold
SDUWLNXOH VX GHWHNWRYDQH X PH]HQKLPVNLP VWHP þHOLMDPD (a), preadipocitima (b),
HQGRWHOVNLPþHOLMDPDc) i zrelim mrkim adipocitima (d). (n) nukleus; (en) endotelska
þHOLMDer) eritrocit; (mt) mitohondrija. Bar: 500µm.
5H]XOWDWLLPXQRFLWRKHPLMVNHDQDOL]H]D(5ǃXKXPDQRPI%$7VX
prikazani na slici 47=DUD]OLNXRG(5ǂ(5ǃLPXQRJROGSDUWLNXOHVX
detektovane samo u zrelim mrkim adipocitima, u nukleusu i u
citoplazmi. Obe izoforme estrogenih receptora su prisutne u nivou
þHOLMVNHPHPEUDQHNDR LXPLWRKRQGULMDPDPUNLKDGLSRFLWD Slika 46,
47d-insert). Pored toga, partikule prisutne u nukleusu mrkih adipocita
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VX ĀHåþH ]DSDçDQH X HXKURPDWVNLP REODVWLPD QXNOHXVD 5H]XOWDWL
imunocitohemijske analize su objedinjeni u Tabeli 4.
6OLND  ,PXQRFLWRKHPLMVND GHWHNFLMD (5ǃ X KXPDQRP I%$7. Imunogold
SDUWLNXOH QLVX GHWHNWRYDQH XPH]HQKLPVNLP VWHP þHOLMDPD a), preadipocitima (b) i
HQGRWHOVNLPþHOLMDPDc) ali je pokazano njihovo prisustvo u zrelim mrkim adipocitima
(d). (n) nukleus; (enHQGRWHOVNDþHOLMDer) eritrocit; (mt) mitohondrija. Bar: (a,b) 1µm,
(c,d) 500nm.
7DEHOD,PXQRFLWRKHPLMVNDORNDOL]DFLMD(5ĮL(5ȕXKXPDQRPI%$7










Na slici 48 prikazani su rezultati fluorescentne
LPXQRKLVWRKHPLMVNH GHWHNFLMH (5ǂ L (5ǃ NDR L NRORNDOL]DFLMD RYD GYD
SURWHLQD$QDOL]RPSUHVHNDXRĀHQDMHVODEDNRORNDOL]DFLMDL]PHāX(5ǂL
(5ǃ.RORNDOL]DFLMD(5MH]DSDçHQDXSRMHGLQLPQXNOHXVLPDLFLWRSOD]PL
]UHOLK PUNLK DGLSRFLWD ,]UDĀXQDYDQMH 3HDUVRQRYRJ NRHILFLMHQWD MH
SRYUGLOR QDåD ]DSDçDQMD SRND]XMXþL GD MH YUHGQRVW NRHILFLMHQWD LVSRG
0.5 (0.29±0.0023).
6OLND  ,PXQRIOXRUHVFHQWQD NRORNDOL]DFLMD (5ǂ L (5ǃ X KXPDQRP I%$7
)OXRUHVFHQWQRREHOHçHQL(5ǂa(5ǃb), kao i njihova kolokalizacija (c).
.RORNDOL]DFLMD(5L33$5Ǆ
Pearsonov koeficijent korelacije (Slika 49) pokazao je da postoji
]QDĀDMQDNRORNDOL]DFLMD L]PHāX(5ǂ L33$5Ǆ ]DUD]OLNXRG
YUHGQRVWLNRORNDOL]DFLMH L]UDĀXQDWH ]D(5ǃ L33$5Ǆ NRMD VH





VWHSHQ NRORNDOL]DFLMH L]PHāX (5ǂ L 3*&ǂ  NDR L L]PHāX
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(5ǃ L 3*&ǂ  Slika 50). Studentov t-test nije pokazao
UD]OLNXL]PHāXL]UDĀXQDWHNRORNDOL]DFLMH]D(5ǂ3*&ǂL(5ǃ3*&ǂ
Slika 49. (A) ,PXQRIOXRUHVFHQWQD NRORNDOL]DFLMD (5 L 33$5Ǆ X KXPDQRP I%$7 a)
(5ǂ b 33$5Ǆ c NRORNDOL]DFLMD(5ǂ L 33$5Ǆ d (5ǃ e 33$5Ǆ f) kolokalizacija
(5ǃ L 33$5Ǆ B *UDILĀNL SULND] NRORNDOL]DFLMH  3RUHāHQMH NRORNDOL]DFLMH (5ǂ L
33$5ǄVD(5ǃL33$5Ǆ2ULJXYHOLĀDQMH[





4.2.4.2. Imunohistohemijska detekcija BMP7
Na slici 51 prikazana je imunohistohemijska detekcija BMP7 u
KXPDQRP I%$7 1DMMDĀD UHDNFLMD VH XRĀDYD X YH]LYQRWNLYQRM VWURPL
dok je unutar lobusa jaka reakcija prisutna u citoplazmi mrkih
adipocita.
Slika 51. Imunohistohemijska detekcija BMP7 u humanom fBAT. Reakcija je
najizraçenija u vezivno-tkivnoj stromi BAT. Jaka imunopozitivnost detektovana je u
mrkim adipocitima i preadipocitima. Zvezdica – mrki adipociti: region isprekidane




%$7 GRYRGHþL GR QMHJRYH KLSHUSOD]LMH WM SUROLIHUDFLMH L GLIHUHQFLMDFLMH
SUHNXUVRUD PUNLK DGLSRFLWD åWR MH SUDþHQR SRYHþDQMHP HNVSUHVLMH
8&3 ELRJHQH]H PLWRKRQGULMD L ǃRNVLGDFLMH PDVQLK NLVHOLQD 6XWHU





sastavni deo embrionalnog razvoja, pod strogom kontrolom brojnih
transkripcionih faktora, koji koordiniåu ekspresiju proteina odgovornih
]DVWYDUDQMHNUDMQMHJDGLSRFLWQRJIHQRWLSD0HāXEURMQLPIDNWRULPDNRML
VX XNOMXĀHQL X SURFHV KLSHUSOD]LMH %$7 QDM]QDĀDMQLMD XORJD SULSDGD
8&333$5ǄL3*&ǂ3XLJVHUYHU
5.1. TERMOGENI ODGOVOR BAT PRILIKOM IZLAGANJA
+/$'12ý,
3R]QDWRMHGDL]ODJDQMHçLYRWLQMDKODGQRþLGRYRGLGRDNWLYDFLMH616
L RVOREDāDQMD QRUDGUHQDOLQD ĀLPH VH VWLPXOLåH SURGXNFLMD F$03 L
SRMDĀDYDVLQWH]D8&3 OLSROL]D L RNVLGDFLMD OLSLGD=DDNWLYQRVW33$5Ǆ
QHRSKRGQR MH SULVXVWYR 3*&ǂ NRML VH YH]XMH ]D 335( PHVWR X
promotorskom regionu UCP1. Saglasno tome, u ovom radu po prvi put
SRND]DQD MH SRYHþDQD HNVSUHVLMD 8&3 YHþ WUHþHJ VDWD L]ODJDQMD
KODGQRþLGRNåHVWRJVDWDGRVWLçHPDNVLPDOQXYUHGQRVWNDGDMHNROLĀLQD
WUDQVNULSWD 8&3 SRYHþDQD SULEOLçQR VHGDP PLOLRQD SXWD 8 RVWDOLP
LVSLWLYDQLPYUHPHQVNLP WDĀNDPDQLYR L51.]D8&3 MH LGDOMH YHþL RG
NRQWUROQRJ D X RYRP UDGX SRND]DQ MH LGHQWLĀDQ RGJRYRU QD QLYRX
Diskusija
79
proteinske ekspresije UCP1. Ove promene su u direktnoj vezi sa
SRYHþDQMHP EURMD NULVWL PLWRKRQGULMD X RYRM VWXGLML åWR SUHGVWDYOMD
VWUXNWXUQX L PROHNXOVNX RVQRYX ]D SRYHþDQMH RNVLGDWLYQRJ L
termogenog kapaciteta BAT (Frey i Manella, 2000; Nisoli i sar., 2004;
2WDåHYLþLVDU
3RYHþDQMH 8&3 HNVSUHVLMH MH SUDþHQR SDUDOHOQLP SRYHþDQMHP
HNVSUHVLMHJHQDLSURWHLQDWDNRāHRGVDWD]DQRUDGUHQDOLQ33$5Ǆ L
3*&ǂ XND]XMXþL QD YUHPHQVNLNRRUGLQLVDQX LQGXNFLMX
WUDQVNULSFLRQRJLWUDQVODFLRQRJRGJRYRUD8&333$5ǄL3*&ǂWRNRP
L]ODJDQMD%$7KODGQRþL




L]ODJDQMD KODGQRþL QD HNVSUHVLMX 3*&ǂ 3ULND]DQL HNVSUHVLRQL SURILO
3*&ǂ JODYQRJ SURPRWHUD ÅRNVLGDWLYQRJ IHQRWLSD´ X %$7 SUDþHQ MH
strukturnim promenama na mitohondrijama. Na nivou TEM pokazano
MH GD VX PLWRKRQGULMH JUXSD L]ODJDQLK KODGQRþL EURMQLMH SUDYLOQLMHJ
REOLND L VD EURMQLP SDUDOHOQRXUHāHQLP NULVWDPD äWD YLåH
ultrastrukturna analiza je pokazala neodvojivost strukture i funkcije
PLWRKRQGULMD MHU MHSRYHþDQQLYRHNVSUHVLMHRYRJSURWHLQDSRND]DQYHþ
 VDWD L]ODJDQMD KODGQRþL SUDþHQ RGJRYDUDMXþLP VWUXNWXUQLP
promenama mitohondrija.
8LVWRYUHPHSRND]DQDMHSRYHþDQDSURWHLQVNDHNVSUHVLMD]D'US
L0IQXVYLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPD L]ODJDQMDKODGQRþL åWRXND]XMHQD
preciznu regulaciju ekspresije transkripcionih faktora i proteina
XNOMXĀHQLK X ELRJHQH]X PLWRKRQGULMD X FLOMX ]DGRYROMHQMD WHUPRJHQLK
potreba tkiva. Da li je ekspresija mitofuzina i Drp1 indukovana direktno
QLVNRP WHPSHUDWXURP QLMH SR]QDWR 3R]QDWR MH GD 3*&ǂ DNWLYLUD
ekspresiju Mfn2 preko ERE (engl. estrogen related receptor) (Soriano i





'LQDPLĀQH PRUIRORåNH SURPHQH PLWRKRQGULMD RPRJXþHQH VX
QDMYHþLP GHORP QMLKRYRP GHRERP ]DWLP QMLKRYRP PHāXVREQRP
fuzijom i translokacijom (Bereiter-Hanh, 1990; Chan, 2006; Petrovic i
VDU  2WDåHYLþ L VDU  'HRED L IX]LMD PLWRKRQGULMD
NRQWUROLVDQH VX 'US L 0IQ *73D]DPD 3RUHG WRJD åWR XĀHVWYXMH X
deobi mitohondrija, Drp1 izgleda ima udela u remodeliranju kristi
PLWRKRQGULMD %HUHLWHU+DQK3RYHþDQDSURWHLQVNDHNVSUHVLMD]D
Drp1 i Mfn2 pokazana u naåem eksperimentu ukazuje da se intezivna
deoba i fuzija mitohondrija odigrava u isto vreme, åto moçe da ukazuje
na postojanje mitohondrijalnog retikuluma. Sa aspekta
mitohondriogeneze postavlja se pitanje zaåto bi se mitohondrije BAT
istovremeno delile i fuzionisale?
Poznato je da ova dva procesa kontroliåu oblik, duçinu i
GLVWULEXFLMXPLWRKRQGULMD&KDQ2WDåHYLþLVDULYHURYDWQR
GD MH EDODQV L]PHāX RYD GYD SURFHVD QHRSKRGDQ ]D RĀXYDQMH QMLKRYH
PRUIRORJLMH 2VLP WRJD IX]LMD L GHRED RPRJXþDYDMX UD]PHQX VDGUçDMD
PLWRKRQGULMD NDR L QMLKRYLK PHPEUDQD D WDNRāH PHQMDMXþL REOLN
PLWRKRQGULMD RPRJXþDYDMXQMLKRYXGLVWULEXFLMXGR OLSLGQLK WHOD åWR MH
SRVHEQR YDçQR VD DVSHNWD KODGQRþRP LQGXNRYDQH WHUPRJHQH]H L
oksidacije masnih kiselina.
3RYHþDQMH 'US SRND]DQR X RYRM VWXGLML YDçQR MH VD MRå MHGQRJ
aspekta – biogeneze peroksizoma, procesa koji prati hiperplaziju BAT i
termogenu aktivnost. Naime, Drp1 protein ima sposobnost hidrolize
*73 ĀLPH GROD]L GR QMHJRYH NRQIRUPDFLRQH SURPHQH NRMD LPD ]D FLOM
odvajanje membrana tokom deobe mitohondrija i peroksizoma (Chan,
2006).
 0HāX EURMQLP WUDQVNULSFLRQLP IDNWRULPD XNOMXĀHQLP X
mitohondriogenezu mrkih adipocita, poslednjih nekoliko godina
SRVHEQD SDçQMD MH SRVYHþHQD L]XĀDYDQMX 15) 1LVROL L VDU 
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Pokazano je da ovaj faktor kontroliåe ekspresiju komponenti
respiratornog lanca ali i proteine koji reguliåu transkripciju i replikaciju
mitohondrijalnog genoma (Wu i sar., 1999; Finck i Kelly, 2006). U naåoj
studiji pokazana je snaçna indukcija ekspresije proteina za NRF1 tokom
L]ODJDQMD SDFRYD KODGQRþL X VYLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPD X RGQRVX QD
NRQWUROXDVOLĀDQHNVSUHVLRQLSURILO3*&ǂXND]XMHQDXĀHåþH15)X
ELRJHQH]L PLWRKRQGULMD 8 SULORJ RYRPH LGX SRGDFL GD SRMDĀDQD
HNVSUHVLMD 15) GRYRGL GR SRYHþDQRJ EURMD PLWRKRQGULMD X VUĀDQRP
WNLYX ;LD L VDU LGD3*&ǂVYRM HIHNDWQDPLWRKRQGULRJHQH]X
ostvaruje delom u interakciji sa NRF1 (Kozak, 2000; Vercauteren i sar.,
2006).
7UHED LVWDþL GD VX QDåL SRGDFL R SURPHQDPD HNVSUHVLMH 15)
tokom diferencijacije mrkih adipocita kontradiktorni podacima
dobijenim u in vitro uslovima. Naime, Villena i sar. (2002) su pokazali
da se nivo NRF1 proteina smanjuje tokom diferencijacije mrkih
adipocita u kulturi. Ovakva razlika moçe se objasniti odsustvom
inervacije mrkih adipocita u in vitro uslovima, åto nam ukazuje da je
L]ODJDQMH KODGQRþL RGQRVQR VLPSDWLĀND VWLPXODFLMD MHGDQ RG JODYQLK
aktivatora NRF1.
 ,PDMXþLXYLGXGDVXEURMQLSURPRWRULJHQDNRMLNRGLUDMXSURWHLQH
respiratornog lanca regulisani NRF1, rezultati vremenski zavisnih
SURPHQDNROLĀLQHPW'1.SRND]DQLXRYRMVWXGLMLQLVXRĀHNLYDQL1DLPH
WRNRP WUDMDQMD HNVSHULPHQWD QDL]PHQLĀQR VH VPHQMXMX SHULRGL
VPDQMHQMD LSRYHþDQMDNROLĀLQHPW'1.XRGQRVXQDNRQWUROX7DĀQLMH
LVDWDL]ODJDQMDKODGQRþLGROD]LGRVPDQMHQMDDLVDWD
GR SRYHþDQMD NROLĀLQHPW'1. -HGLQR JUXSD L]ODJDQDKODGQRþL  VDWL
RGUçDYD NROLĀLQX PW'1. QD NRQWUROQRP QLYRX 2YDNYH YUHPHQVNL
]DYLVQHSURPHQHNROLĀLQHPW'1.WRNRPL]ODJDQMDKODGQRþLXND]XMXQD
zavisnost od faze izlaganja, i ukazuju na kompleksnost mehanizama
XNOMXĀHQLK X UHJXODFLMX HNVSUHVLMH PW'1. 1HGDYQR VPR SRND]DOL GD
WRNRPQDMUDQLK ID]D L]ODJDQMDKODGQRþLGROD]LGRSURPHQDXHNVSUHVLML
SURWHLQD NRPSRQHQDWD HOHNWURQWUDQVSRUWQRJ ODQFD 9XĀHWLþ L VDU
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2011), pa ovakav odgovor mtDNK moçe predstavljati adaptivni
mehanizam na uspostavljanje nove tkivne homeostaze.
Uzeti zajedno, naåi rezultati pokazuju kompleksnost regulacije
PLWRKRQGULMDOQH ELRJHQH]H WRNRP KODGQRþRP LQGXNRYDQH KLSHUSOD]LMH
BAT pacova i ukazuju na strogo koordinisanu sintezu proteina koji su
kodirani nukleusnim i mitohondrijalnim genomom, kao i na
sinhronizovanost procesa deobe i fuzije mitohondrija.
 ,1'8.&,-$ 352/,)(5$&,-( , ',)(5(1&,-$&,-( ý(/,-$
ADIPOGENOG PULA
Brojni literaturni podaci pokazuju da su u proces proliferacije i
GLIHUHQFLMDFLMH PUNLK DGLSRFLWD XNOMXĀHQL EURMQL WUDQVNULSFLRQL IDNWRUL
od kojih neki aktivacijom, a neki represijom, dovode do stvaranja
NUDMQMHJIHQRWLSDPUNLKDGLSRFLWD6PDWUDVHGDSRUHG33$5ǄNOMXĀQRJ
i neophodnog faktora diferencijacije in vitro i in vivo (Siersbaek i sar.,
 SRGMHGQDNR YDçQR PHVWR ]DX]LPDMX ĀODQRYL SRURGLFH &(%3
QDURĀLWR&(%3ǂ
Iako uloga ovog transkripcionog faktora nije u potpunosti
UD]MDåQMHQD SR]QDWR MH GD MH &(%3ǂ LQGXNRYDQ WRNRP NDVQLK ID]D
diferencijacije adipocita (Rosen i sar., 2002), da ima snaçan anti-
PLWRWVNL HIHNDW L GD NRRSHUDWLYQR VD 33$5Ǆ LQGXNXMH HNVSUHVLMX
QHNROLNR JHQD VSHFLILĀQLK ]D WHUPLQDOQX GLIHUHQFLMDFLMX DGLSRFLWD
(Fernyhough i sar.3RND]DQRMHLGD&(%3ǂRGUçDYDQHRSKRGDQ
QLYR 33$5Ǆ L GD RPRJXþDYD XVSRVWDYOMDQMH LQVXOLQ]DYLVQRJ XQRVD
glukoze u mrke adipocite (Hamm i sar., 1999).
0HāXWLPOLWHUDWXUQLSRGDFLSUXçDMXYHRPDUD]OLĀLWHLQIRUPDFLMHR
SURPHQDPD JHQVNH HNVSUHVLMH &(%3ǂ QDURĀLWR VD DVSHNWD
PHāXVREQRJ RGQRVD RYRJ IDNWRUD L 33$5Ǆ WRNRPGLIHUHQFLMDFLMHPUNLK
DGLSRFLWD3RND]DQRMHGDHNVSUHVLMD&(%3ǂXin vitro uslovima dovodi
GR LQGXNFLMH 33$5Ǆ +DPP L VDU  L GD SUHDGLSRFLWL LPDMX YUOR
VOLĀDQ HNVSUHVLRQL SURILO RYD GYD WUDQVNULSFLRQD IDNWRUD ,VWUDçXMXþL
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diferencijaciju preadipocita pokazan je nizak, jedva detektabilan nivo
33$5Ǆ L &(%3ǂ WUHþHJ GDQD X NXOWXUL þHOLMD GRN VH  ]QDĀDMQR
SRYHþDQMH HNVSUHVLMH 33$5Ǆ GHWHNWXMH  GDQD D &(%3ǂ  GDQD
diferencijacije (Chen i sar., 2007).
5H]XOWDWL QDåH VWXGLMH SRND]XMX GDKODGQRþD RVWYDUXMH VXSURWDQ
HIHNDW QD JHQVNX HNVSUHVLMX 33$5Ǆ L &(%3ǂ 1DLPH YHþ RG  VDWD
LQGXNRYDQMHEU]WUDQVNULSFLRQLRGJRYRU33$5ǄGRNVHXLVWRYUHPHJDVL
RGJRYRU &(%3ǂ X %$7 2GVWXSDQMD RG RYRJ UH]XOWDWD X RGQRVX QD
VLQKURQL]RYDQH SURPHQH JHQVNH HNVSUHVLMH 33$5Ǆ L &(%3ǂ PRJX VH
objasniti jednim delom time åto podaci o ekspresiji ova dva faktora
proizilaze uglavnom iz in vitro studija, koje pored brojnih prednosti, ipak
ne mogu u potpunosti oslikati in vivo uslove.
Sa druge strane, ovakav rezultat moçe biti doveden u vezu sa
LQWHQ]LYQRP SUROLIHUDFLMRP X %$7 WRNRP L]ODJDQMD KODGQRþL 1DLPH
&(%3ǂ VH DNXPXOLUD SUYHQVWYHQR X SRVWPLWRWLĀNLP GLIHUHQFLUDQLP
adipocitima (Hendricks-Taylor i Darlington, 1995; Tao i Umek, 2000).
,PDMXþLXYLGXJRWRYRXSRWSXQRVWL VXSULPLUDQ WUDQVNULSFLRQLRGJRYRU
&(%3ǂWRNRPFHORJLVSLWLYDQRJSHULRGDRGVDWDPRçHPR]DNOMXĀLWL
GD RYDNYD HNVSUHVLMD &(%3ǂ NRUHOLUD SUH VYHJD VD SUROLIHUDWLYQLP
NDSDFLWHWRP %$7 L XND]XMH QD ]QDĀDMQX SUROLIHUDWLYQX XORJX X SUYLP







X RYRM VWXGLML 7RNRP LVSLWLYDQRJ SHULRGD JUXSH L]ODJDQH KODGQRþL
SRND]DOH VX SRYHþDQMH FLWRSOD]PDWVNH UHDNFLMH ]D 3&1$ åWR JRYRUL R
SRYHþDQRMVLQWH]LRYRJSURWHLQD3RUHGWRJD]DEHOHçLOLVPRWUDQVORNDFLMX
RYRJ WUDQVNULSFLRQRJ IDNWRUD L] FLWRSOD]PH X QXNOHXVH JGH VH LQDĀH
DNWLYLUD &R[  D QDMYHþL EURM QXNOHXVD NRML MH SRND]DR
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intenzivne sintetske aktivnosti kao åto su: euhromatski nukleusi,
istaknuti nukleolusi, interhromatinske i perihromatinske granule,
perihromatinski fibrili, brojne granulacije glikogena i poliribozomi kao i
SRYHþDQ EURM FLVWHUQL HQGRSOD]PDWLĀQRJ UHWLNXOXPD 1HUHWNR VX
zapaçeni znaci mitotske aktivnosti, centriole u citoplazmi preadipocita i
LQWHUVWLFLMVNLK þHOLMD 2YDNYL UH]XOWDWL VQDçQR LQGXNRYDQH SUROLIHUDFLMH
XND]XMX GDX%$7SRVWRML SXOPLUXMXþLK SUHNXUVRUVNLK þHOLMD NRMH VX
RVSRVREOMHQHGDQDDGHNYDWDQVWLPXOXVRPRJXþHEU]RGJRYRUWNLYDNDR
åWRMHVOXĀDMXRYRMVWXGLML
8 RYRM VWXGLML LVSLWDQ MH HNVSUHVLRQL SURILO GUXJRJ ĀODQD 33$5
IDPLOLMH ² 33$5ǅ ĀLMD XORJD X %$7 QLMH X SRWSXQRVWL UD]MDåQMHQD
,]ODJDQMH KODGQRþL VQDçQR LQLFLUD WUDQVNULSFLRQL RGJRYRU 33$5ǅ SRĀHY
RG  VDWD X RYRM VWXGLML ,PDMXþL X YLGX GD MH JHQVND HNVSUHVLMD ]D
8&3L33$5ǄLQLFLUDQDPQRJRUDQLMHYHþWUHþHJVDWD LGDVHNROLĀLQD
L51.]D33$5ǄSULYUHPHQRYUDþDQDNRQWUROQLQLYRXLVWRYUHPHNDGDVH
GHåDYD LQGXNFLMD 33$5ǅ WR QDP XND]XMH QD PRJXþH IXQNFLRQDOQR
GRSXQMDYDQMH ĀODQRYD 33$5 IDPLOLMH X UHJXODFLML HNVSUHVLMH 8&3 8
SULORJRYRPHJRYRULLSRGDWDNGDPLåHYLNRMLLPDMXSRYHþDQXHNVSUHVLMX
33$5ǅ SRND]XMX L SRYHþDQX HNVSUHVLMX JHQD ]D 8&3 L REUQXWR ï
GHOHFLMD JHQD ]D 33$5ǅ X in vitro uslovima ne afektuje diferencijaciju
mrkih adipocita, ali smanjuje gensku ekspresiju UCP1 (Wang, 2010).
7DNRāH QLMH LVNOMXĀHQR GD SRYHþDQD HNVSUHVLMD 33$5ǅ GRYRGL GR
SRYHþDQMD RNVLGDWLYQRJ NDSDFLWHWD X PLWRKRQGULMDPD %$7 åWR MH
SRND]DQR]DPLåLþQRWNLYR$QJLRQHLVDU
)XQNFLRQDOQDDNWLYDFLMD%$7SUDþHQDMHSURPHQDPDQHVDPRQD
QLYRXPLWRKRQGULMD QHJR L QDQLYRX OLSLGQLK WHOD+ODGQRþD GRYRGL GR
promena lipidnog metabolizma, åto za posledicu ima intenzivnu lipolizu
Diskusija
85
&DQQRQ L 1HGHUJDDUG  2WDåHYLþ L VDU  8VLWQMDYDQMH
lipidnih tela u citoplazmi mrkih adipocita, kao parametar intenzivne
OLSROL]H  ]DEHOHçHQR MH YHþ  VDWD L]ODJDQMD KODGQRþL L XRĀHQR MH QD
nivou svetlosne i elektronske mikroskopije. Ovaj proces se deåava na
UDĀXQ RVOREDāDQMD PDVQLK NLVHOLQD NRMH þH ELWL WUDQVSRUWRYDQH GR
PLWRKRQGULMDLSHURNVL]RPDSRPRþXSURWHLQD)$%38]LPDMXþLXRE]LU
ulogu ovog proteina u BAT, njegova indukcija pokazana u ovoj studiji
kao i rezultati svetlosne i elektronske mikroskopije u skladu su sa
SURPHQDPD OLSLGQRJPHWDEROL]PDQDKODGQRþL1DWDMQDĀLQRPRJXþHQ






ï ĀODQRYL SRURGLFH ./) L ./) ,PDMXþL X YLGX GD ./) RVWYDUXMH
direktnu interakciju sa promotorom gena za UCP1 (Yamamoto i sar.,
 SRND]DQR SRYHþDQMH JHQVNH HNVSUHVLMH RG  VDWD L]ODJDQMD
KODGQRþL MDVQRXND]XMHQDXĀHåþH./)XUHJXODFLMLHNVSUHVLMH8&3
1LMH LVNOMXĀHQD XORJD RYRJ WUDQVNULSFLRQRJ IDNWRUD L X SURFHVX
GLIHUHQFLMDFLMH WRNRPKODGQRþRPLQGXNRYDQHKLSHUSOD]LMH%$7RE]LURP
GD VX IXQNFLRQDOQD &$&&& YH]XMXþD PHVWD ./) SURQDāHQD X
NRQWUROQLPUHJLRQLPD&(%3ǂ L33$5Ǆ'UXJL LVSLWLYDQL WUDQVNULSFLRQL
IDNWRURYHIDPLOLMH./)XRYRPUDGXMH]QDĀDMQRLQGXNRYDQVDPR
VDWD GRN MH X VYLP RVWDOLP WDĀNDPD LVSRG NRQWUROQRJ QLYRD 2YL
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Pei i sar. (2011) koji su
nedavno pokazali da KLF9 ima udela u adipogenezi transaktivacijom
33$5Ǆ X VUHGLåQMHP SHULRGX in vitro GLIHUHQFLMDFLMH 0HāXWLP RYDNDY
HNVSUHVLRQLSURILO./)]DKWHYDGDOMDLVWUDçLYDQMDXVPLVOXXWYUāLYDQMD
RGQRVD VD GUXJLP WUDQVNULSFLRQLP IDNWRULPD XNOMXĀHQLP X SURFHV
KLSHUSOD]LMH %$7 L PRJXþHJ VLQHUJLVWLĀNRJ GHORYDQMD VD GUXJLP
faktorima (Carey, 1998; Siersaek, 2012).
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8 RYRP UDGX MH SR SUYL SXW SRND]DQR GD  KODGQRþD LQGXNXMH
HNVSUHVLMX 0\I SRND]XMXþL GD RYDM IDNWRU QLMH VSHFLILĀQL PDUNHU
PLREODVWD NDNR VH UDQLMH PLVOLOR L GD X %$7 SRVWRML SRSXODFLMD þHOLMD
koja eksprimira Myf5. Ovaj rezultat se moçe dovesti u vezu sa
NRRUGLQLVDQLP SRYHþDQMHP 3&1$ HNVSUHVLMH L %03 RG  VDWD
SRND]DQLP X RYRM VWXGLML ,PDMXþL RYR X YLGX NDR L SRYHþDQMH
XĀHVWDORVWLSUHDGLSRFLWDXJUXSDPDL]ODJDQLPKODGQRþLPRJXþHMHGDVX
XSLWDQMXSUHNXUVRUVNHþHOLMH]DNRMHVX6HDOHLVDU SRND]DOLGD
VX ]DMHGQLĀNL SUHNXUVRUL SRSUHĀQRSUXJDVWLK PLåLþQLK þHOLMD L PUNLK
adipocita. Ipak, ovo pitanje ostaje otvoreno i zahteva
imunohistohemijsku lokalizaciju ovog proteina.
3RUHG ĀLWDYH PUHçH WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD NRML UHJXOLåX SURFHV
hiperplazije BAT, proliferacija i diferencijacija mrkih adipocita
afektovana je brojnim hormonima i signalima spoljaånje sredine, kao
åto su faktori rasta iz porodice BMP. Pokazano je da ovi faktori tokom
UDQRJHPEULRQDOQRJUD]YLþDVWYDUDMXNRQFHQWUDFLRQLRGQRVQRPRUIRJHQL
JUDGLMHQW SUHQRVHþL VLJQDOH L] VSROMDåQMH VUHGLQH %03 VH VLQWHWLåH X
EOL]LQL SUHNXUVRUVNLK þHOLMD L NUYQLK VXGRYD L LPD YDçQX XORJX X
RĀXYDQMX PLNURRNUXçHQMD 6FKXO] L 7VHQJ  8 RYRM VWXGLML
pokazana je indukcija proteinske ekspresije BMP7 od 3. sata, dok je
imunopozitivnost detektovana u mrkim adipocitima, preadipocitima, a
QDMMDĀDUHDNFLMDMHSRND]DQDXYH]LYQRWNLYQRMVWURPL2YRXND]XMHGDMH
YDQþHOLMVNL PDWULNV ]QDĀDMDQ GHSR RYRJ SURWHLQD L XND]XMH QD




Isti obrazac BMP7 imunoekspresije u humanom fBAT kao u
animalnom modelu moçe da ukazuje na konzerviranu ulogu BMP7 u
KLSHUSOD]LML %$7 NDNR X XVORYLPD KODGQRþRP LQGXNRYDQH KLSHUSOD]LMH
tako i u hiperplaziji tokom razvoja BAT.
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BMP7 pored uloge u akumulaciji lipida, jedini ima sposobnost
LQGXNFLMH 8&3 HNVSUHVLMH ]D UD]OLNX RG GUXJLK ĀODQRYD RYH SRURGLFH
(BMP2, BMP4 i BMP6). BMP4 adipogeni faktor WAT, suprimira
ekspresiju UCP1 u mrkim preadipocitima, uprkos efektu koji ostvaruje
na lipide (Tseng i sar., 2008). U ovom radu je genska ekspresija BMP4
LQGXNRYDQDKODGQRþRPYHþVDWDLGRVWLçHPDNVLPDODQQLYRXLVWRM
LVSLWLYDQRM WDĀNL  VDW NDGD MH ]DEHOHçHQ PDNVLPDODQ QLYR
transkripcije za BMP7. Kako su preadipociti BAT na strukturnom nivou
NDUDNWHULVWLĀQLXSUDYRSRSRĀHWQRPQDNXSOMDQMXOLSLGDLPLWRKRQGULMDX
FLWRSOD]PL PRJXþH MH GD %03 L %03 NRRSHUDWLYQR GRYRGH GR
GHSRQRYDQMDOLSLGDXRYLPþHOLMDPD
Pored toga, detektovana translaciona koekspresija BMP7 i UCP1
prikazana u ovom radu govori u prilog tome da BMP7 ima ulogu u
termogenom odgovoru tkiva – aktivacijom UCP1. Pored uloge u
adipogenezi, pokazano je da BMP7 moçe regulisati potroånju energije
DIHNWXMXþL HNVSUHVLMX JHQD XNOMXĀHQLK X IXQNFLMX L ELRJHQH]X
mitohondrija (Zamani i Brown, 2011), åto ukazuje na viåestruke uloge
ovog proteina tokom proliferacije i diferencijacije BAT.
5.3. INDUKCIJA ANGIOGENEZE U BAT
,]UD]LWD SODVWLĀQRVW NRMD RGOLNXMH %$7 ]DKWHYD XVDJODåHQRVW
SURFHVD DGLSRJHQH]H L DQJLRJHQH]H NRMD VH XRĀDYD NDNR WRNRP UDVWD
WNLYD WDNR L WRNRP QMHJRYH UHJUHVLMH 2YR MH RPRJXþHQR þHOLMVNRP
NRPXQLNDFLMRP DGLSRFLWD SUHDGLSRFLWD L HQGRWHOVNLK þHOLMD SXWHP
brojnih angiogenih faktora, åto ima za posledicu brzu aktivaciju mitoze
X SUHNXUVRULPD PUNLK DGLSRFLWD L HQGRWHOVNLP þHOLMDPD &DR 
VEGF se smatra najvaçnijim angiogenim faktorom, neophodnim za






QLYRD 9(*) L51. GHWHNWRYDQR MH X VYLP LVSLWLYDQLP WDĀNDPD WRNRP
L]ODJDQMDKODGQRþLDQDMYHþD]DEHOHçHQDNROLĀLQDMHSRND]DQDVDWD
Ovi podaci su jednim delom u skladu sa rezultatima Asana i sar, (1997),
NRML VX LVWUDçLYDOL HIHNDW KURQLĀQRJ L]ODJDQMD L ]DEHOHçLOL SUROD]QR
SRYHþDQMH JHQVNH HNVSUHVLMH9(*) RGSUYRJ GR ĀHWYUWRJ VDWD L]ODJDQMD
KODGQRþL äWDYLåH UH]XOWDWL LPXQRKLVWRKHPLMVNH GHWHNFLMH 9(*)
SRND]DOL VX SURJUHVLYQR SRYHþDQMH LPXQRSR]LWLYQRVWL YHþ RG  VDWD X
SRUHāHQMXVDNRQWURORPDQDMYHþDJXVWLQDNDSLODUQHPUHçHVHXRĀDYD
24. sata kada je detektovan maksimum ekspresije VEGF iRNK.





YDçQLP LQGLNDWRURP SUROLIHUDFLMH HQGRWHOVNLK þHOLMD )RQVDWWL L 0DLR
2004; Bernabeu i sar., 2007). Vaçnost endoglina u vaskularnoj
morfogenezi je pokazana in utero XJLQXþHP PLåHYD NRML VX ELOL




do kraja ispitivanog perioda. Signalni putevi endoglina su slabo ispitani,
ali pretpostavljamo da endoglin ostvaruje efekat jednim delom na
DQJLRJHQH]X]DMHGQRVD%03 LPDMXþLXYLGXGDVXREDĀODQD7*)ǃ
SRURGLFH DIHNWRYDQD KODGQRþRP 3RUHG WRJD HQGRJOLQ LPD XWLFDMD QD
DGKH]LMX HQGRWHOVNLK þHOLMD PLJUDFLMX SUROLIHUDFLMX L LQWHUHVDQWQR
PRELOL]DFLMXVWHPþHOLMDL]QMLKRYRJPLNURRNUXçHQMD&RQOH\LVDU
Bernabeu i sar., 2007), åto je pokazano i za BMP7.
6DDVSHNWDSUROLIHUDFLMHHQGRWHOVNLKþHOLMDSRVHEQRVXLQWHUHVDQWQL





GRYRGL GR SUROLIHUDFLMH SUHNXUVRUDPUNLK DGLSRFLWD L HQGRWHOVNLK þHOLMD
%$7GRN.LGRYRGLGRSUROLIHUDFLMHSUHYDVKRGQRHQGRWHOVNLKþHOLMD
3URPHQH QD QLYRX JHQD L SURWHLQD XNOMXĀHQLK X SURFHV
angiogeneze u skladu su sa ultrastrukturnim promenama. Naime, na
ultrastrukturnom nivou, zapazili smo da je vazodilatacija prvi odgovor
WNLYD QD L]ODJDQMH KODGQRþL NDNR EL VH RPRJXþLOR QHRSKRGQR
VQDEGHYDQMH WNLYD NLVHRQLNRP L VXSVWUDWLPD D ]DWLP VH XNOMXĀXMH L
DQJLRJHQH]DNRMDMHQHRSKRGQD]DUDVWLXYHþDQMH%$73RYHþDQMHEURMD
NDSLODUD X RGQRVX QD NRQWUROX XRĀHQR MH X VYLP JUXSDPD L]ODJDQLP
KODGQRþL 2YL UH]XOWDWL VX X VDJODVQRVWL VD QDåLP SUHWKRGQLP
rezultatima morfoloåko-stereoloåke analize u kojoj smo pokazali da
L]ODJDQMHKODGQRþLGRYRGLGRSRYHþDQMDNDSLODUQHPUHçHLEURMDNDSLODUD
X%$7.RUDþLVDU3RUHGWRJDXRĀHQRMHSRYHþDQMHXĀHVWDORVWL




su rezultati imunohistohemijske detekcije PCNA i Ki-67 u adipogeno-





depoa masnog tkiva razlikuju u proliferativnom kapacitetu (Cao, 2007).
U naåoj studiji smo pokazali da takve razlike postoje i u okviru istog
GHSRD åWRXND]XMHQD ]QDĀDMPLNURRNUXçHQMD RGQRVQRþHOLMVNHQLåHX




5.4. HUMANO FETALNO BAT
5.4.1. Uloga ER u razvoju humanog fBAT
1DNRQ XWYUāLYDQMD RGJRYRUD JODYQLK WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD L
SURWHLQD XNOMXĀHQLK X KLSHUSOD]LMX %$7 SDFRYD NDR L VWUXNWXUQLK
promena u tkivu, ispitana je proteinska ekspresija transkripcionih
IDNWRUDXNOMXĀHQLKXUD]YRMKXPDQRJI%$7
5D]YLþHPDVQRJWNLYDNDNRNRGçLYRWLQMD WDNR LNRGĀRYHNDSRG
XWLFDMHP MH YHþHJ EURMD KRUPRQDPHāX NRMLPD SRUHG QRUDGUHQDOLQD L
LQVXOLQD ]QDĀDMQR PHVWR SULSDGD HVWURJHQX (VWURJHQ RVWYDUXMH
GLUHNWDQHIHNDWQD%$7UHJXOLåXþLGHSRQRYDQMHOLSLGDEURMDGLSRFLWDD
SRND]DQR MH L GD ]QDĀDMQR GRSULQRVL SRWURåQML HQHUJLMH &RRNH L 1DD]
2004).
8 RYRM VWXGLML SURWHLQVND DQDOL]D (5 WRNRP UD]OLĀLWLK QHGHOMD
UD]YLþD %$7 SRĀHY RG ;9,, ]DNOMXĀQR VD ;;,,, QHGHOMRP SRND]DOD MH
YUHPHQVNL]DYLVQXLQGXNFLMXWUDQVODFLRQRJRGJRYRUD(5ǂ,VWRYUHPHQR
]DEHOHçHQDMHVODEDLSUROD]QDSURWHLQVNDHNVSUHVLMD(5ǃåWRXND]XMHGD
estrogen ostvaruje efekat preko obe receptorne izoforme ali da je
GRPLQDQWQD L]RIRUPD HNVSULPLUDQD X KXPDQRP I%$7 (5ǂ 2YR




L X HQGRWHOVNLP þHOLMDPDXND]XMH QDPRJXþHXĀHåþH RYRJ UHFHSWRUDX
SURFHVX DGLSRJHQH]H WRNRP IHWDOQRJ SHULRGD ,PDMXþL X YLGXGHWHNFLMX
LPXQRJROG SDUWLNXOD ]D (5ǃ VDPR X ]UHOLP PUNLP DGLSRFLWLPD QDåL




Detaljnom ultrastrukturnom i imunocitohemijskom analizom
pokazali smo prisustvo obe izoforme ER u nukleusima, citoplazmi i
Diskusija
91
PLWRKRQGULMDPD ]UHOLK PUNLK DGLSRFLWD DOL L QD QLYRX þHOLMVNH
membrane.
,DNR HVWURJHQ RVWYDUXMH VYRM HIHNDW QDMYHþLP GHORP GLUHNWQR
UHJXOLåXþLHNVSUHVLMXJHQDXQXNOHXVXSRND]DQRMHGDPDODSRSXODFLMD
RYLK UHFHSWRUDPRçHELWLSULGUXçHQDþHOLMVNRMPHPEUDQL L LQLFLUDWLEU]L
negenomski efekat. Ovi receptori mogu formirati komplekse sa drugim
SURWHLQLPD NDR åWR MH NDYHROLQ  LQGXNXMXþL SRYHþDQMH QLYRD
kalcijumovih jona i azot monoksida (Luconi i sar., 2002). Naåa grupa je
pokazala da ovi sekundarni glasnici imaju vaçnu ulogu u procesu
PLWRKRQGULRJHQH]H %$7 3HWURYLF L VDU  0DUNHOLþ L VDU 
6WRJDVDJODVQRVDUH]XOWDWLPDORNDOL]DFLMH(5ǂL(5ǃXPLWRKRQGULMDPD
pokazanim u ovoj studiji, i podacima drugih grupa (Jazbutyte i sar.,
 NRMH VX GHWHNWRYDOH (5( X PLWRKRQGULMDOQRP JHQRPX ĀRYHND
PRçHPR]DNOMXĀLWLGDHVWURJHQRVWYDUXMHGLUHNWDQHIHNDWQDPLWRKRQGULMH
humanog fBAT preko obe izoforme. Pored toga, nukleusna i
mitohondrijalna lokalizacija ER u ovom radu sugeriåe postojanje
NRRUGLQLVDQH UHJXODFLMH JHQVNH HNVSUHVLMH L]PHāX RYD GYD þHOLMVND
odeljka u humanom fBAT.
,PDMXþL X YLGX SRND]DQR SULVXVWYR RED (5 X ]UHOLP PUNLP
DGLSRFLWLPDNDRLVODEXNRORNDOL]DFLMX(5ǂL(5ǃPRçHPRVSHNXOLVDWLR
QMLKRYLP UD]OLĀLWLP XORJDPD X SURFHVX DGLSRJHQH]H 7RPH GRGDWQR
GRSULQRVH UH]XOWDWL LPXQRFLWRKHPLMH NRML VX SRND]DOL SULVXVWYR (5ǂ X
þHOLMDPD GLIHUHQFLMDFLRQRJ QL]D %$7 åWR XND]XMH QD XORJX RYRJ
receptora u procesu diferencijacije. äta viåe, na to jasno ukazuje
NRORNDOL]DFLMD (5ǂ VD 33$5Ǆ ,DNR (5ǃ QLMH NRORNDOL]RYDQ VD 33$5Ǆ
SRND]DQD MH ]QDĀDMQD NRORNDOL]DFLMD VD 3*&ǂ 3ULVXWQRVW REH
receptorne izoforme u mitohondrijama, kao i kolokalizacija oba
UHFHSWRUD VD 3*&ǂ MDVQR XND]XMH QD PRJXþQRVW GD  HVWURJHQ




5.4.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT
3DUDOHOQR VD SUDþHQMHP HNVSUHVLMH (5 WRNRP KLSHUSOD]LMH
KXPDQRJ I%$7 X RYRP UDGX SUDþHQD MH SURWHLQVND HNVSUHVLMD 8&3
33$5Ǆ L 3*&ǂ NOMXĀQLK UHJXODWRUD WHUPRJHQRJ NDSDFLWHWD L
GLIHUHQFLMDFLMH%$7 3RYHþDQMH NROLĀLQH RYLK SURWHLQD SRND]DQRX;;,,,
nedelji fetalnog razvoja BAT u odnosu na XVII nedelju, idu u prilog




koordinisanu ekspresiju ovih proteina i u humanom fBAT, u cilju
WHUPRJHQRJRVSRVREOMDYDQMD WNLYD ,PDMXþLXYLGX UH]XOWDWHRYHVWXGLMH
PRçHPR]DNOMXĀLWLGDUD]YRMKXPDQRJI%$7SRGUD]XPHYDVOLĀQHDNRQH
i iste mehanizme aktivacije kao BAT pacova. Pokazana tkivna ekspresija
noradrenalina, koji pokazuje isti obrazac ekspresije u obe studije, jasno
XND]XMHQDXORJXVLPSDWLĀNHLQHUYDFLMHXUD]YRMXI%$7NRGOMXGL
Ova studija je po prvi put pokazala da se BAT javlja ranije tokom
IHWDOQRJSHULRGD LGD MH8&3GHWHNWDELODQYHþX;9,,QHGHOML UD]YLþD
Ultrastruktura humanog fBAT do sada je pokazana u samo nekoliko
radova, fokusiranih na ultrastrukturne karakteristike i identifikaciju
anatomske lokalizacije u organizmu (Merklin, 1974; Poissonnet i sar.,
1984; Zancanaro i sar., 1995). Histoloåki podaci iz ranijih studija
XND]XMXGDUD]YLþH%$7NRGĀRYHNDSRĀLQMHRNRåHVWRJPHVHFDIHWDOQRJ
perioda (Merklin, 1974; Moragas i Toran, 1983).
Na ultrastrukturnom nivou ovo tkivo je pokazalo sve vaçne
karakteristike BAT: citoloåke odlike mrkih adipocita i preadipocita,
inervaciju i bogatu prokrvljenost. Na osnovu velikog broja prekursorskih
þHOLMD 06ý L SUHDGLSRFLWD UD]OLĀLWLK XOWUDVWUXNWXUQLK NDUDNWHULVWLND




Na osnovu Western blot analize i imunohisto/imunocitohemije,
SRND]DQRMHGDMH(5ǂGRPLQDQWQDL]RIRUPDLGDHVWURJHQVYRMHIHNDWQD
GLIHUHQFLMDFLMXRVWYDUXMHXJODYQRPSUHNRRYRJUHFHSWRUDLPDMXþLXYLGX
UH]XOWDWH NRORNDOL]DFLMH YHURYDWQR GLUHNWQRP LQWHUDNFLMRP VD 33$5Ǆ
Pored toga, imunocitohemijska analiza ukazuje da estrogen ostvaruje
direktan efekat na mitohondrije ovog tkiva preko oba tipa receptora, bilo
GD WR ĀLQL UHJXODFLMRP JHQD PLWRKRQGULMDOQRJ JHQRPD LLOL PRJXþRP
LQWHUDNFLMRPVD3*&ǂNOMXĀQLPHIHNWRURPPLWRKRQGULRJHQH]H
ÿLQMHQLFD GD VH SUHDGLSRFLWL X DQLPDOQRPPRGHOX L X VWXGLML QD
KXPDQRPI%$7QDMĀHåþHVUHþXXEOL]LQLNUYQLKVXGRYDNDR L WRGDVX
SR QDVWDQNX X IL]LĀNRP NRQWDNWX VD HQGRWHOVNRP þHOLMRP XND]XMH QD
PRJXþQRVW ]DMHGQLĀNRJSRUHNODRYLKþHOLMD6DGUXJHVWUDQHSRND]DQD
HNVSUHVLMD0\IX%$7SDFRYDNDRLĀLQMHQLFDGDMHRYDMPLRJHQLIDNWRU
LQGXNRYDQ KODGQRþRP XND]XMH QD SRVWRMDQMH SUHNXUVRUD NRML LPDMX
PRJXþQRVW GLIHUHQFLMDFLMH X SUDYFX PUNLK DGLSRFLWD LOL SRSUHĀQR
SUXJDVWLKPLåLþQLKþHOLMD
Iz svih navedenih rezultata ove studije proizilazi hipoteza da u
humanom fBAT postoje dva pula preadipocita, jedan pul koji deli
]DMHGQLĀNR SRUHNOR VD HQGRWHOVNLP þHOLMDPD VD NRMLPD MH L SURVWRUQR
EOL]DN L GUXJL SXO NRML GHOL SRUHNOR VD PLåLþQLP þHOLMDPD L NRML X
FLWRSOD]PL SRVHGXMH QHNROLNR OLSLGQLK WHOD L VDUNRPHUDPDVOLĀQH
strukture. Za sada su ovakve pretpostavke samo spekulativne i
zahtevaju dalja istraçivanja.
Posebno interesantan je rezultat koji je proizaåao detekcijom
8&3 X KXPDQRP I%$7 NDR L X VWXGLML QD SDFRYLPD .DR åWR MH YHþ
prethodno pomenuto, jedna od glavnih karakteristika termogenog
SURFHVD %$7 NRMD RPRJXþDYD RGUçDYDQMH WHOHVQH WHPSHUDWXUH L







Dalje, rezultati imunohistohemijske i ultrastrukturne analize




koja integriåe brojne spoljaånje i unutraånje signale i diktira dalju
VXGELQX VWHP þHOLMD 1LåX ĀLQH VWHP þHOLMH SRWSRUQH þHOLMH VWURPH
QMLKRYHNRPXQLNDFLMVNHYH]HLDGKH]LYQHYH]HNRPSRQHQWHYDQþHOLMVNRJ
PDWULNVDNRMHSURVOHāXMXPHKDQLĀNHLGUXJHVLJQDOH0HāXQDMYDçQLMLP
signalima koji imaju uticaj na niåu pominje se upravo morfogen BMP7,
koji sekretovan u samoj niåi ili van nje formira tzv. morfogeni gradijent i
QDWDMQDĀLQÅGDMH´LQVWUXNFLMHVWHPþHOLMDPD
0L VPR QD QLYRX (0 MDVQR XRĀLOL PDOH JUXSDFLMH þHOLMD NRMH
RGJRYDUDMXRSLVXQLåHRVWYDUXMXPHāXVREQHNRQWDNWHDOLLNRQWDNWHVD
NRPSRQHQWDPD YDQþHOLMVNRJ PDWULNVD 1D QLYRX 60 GHWHNWRYDOL VPR
EURMQHSURWHLQHXYH]LYQRWNLYQRMVWURPLKXPDQRJI%$7DPHāXVREQD
interakcija sa drugim morfogenima dodatno komplikuje istraçivanja
RGUçDYDQMDSUROLIHUDFLMHLGLIHUHQFLMDFLMHVWHPþHOLMD3RVWRMHSRGDFLGDL
noradrenalin (Nedergaard i sar., 1995) koji smo detektovali u vezivno-
tkivnoj stromi moçe imati ulogu morfogena.
,DNRVXLVWUDçLYDQMDQLåHVWHPþHOLMDX]DĀHWNXMDVQRMHNROLNRMH
QMHQDXORJDYDçQD3RND]DQR MHGDREOLNþHOLMHJHRPHWULMD LHODVWLĀQRVW
NRPSRQHQDWD YDQþHOLMVNRJ PDWULNVD LPDMX XWLFDMD QD UHJXODFLMX
IL]LRORJLMH L UDVWD þHOLMD )RONPDQ L 0RUFRQD  6WRJD PRçHPR
]DNOMXĀLWL QD RVQRYX XOWUDVWUXNWXUQLK UH]XOWDWD QDåH VWXGLMH GD %$7
SRVHGXMHPLNURRNUXçHQMD RGQRVQR QLåH VWHP þHOLMD NRMH LPDMX UD]OLĀLW
VNORS L VDPLP WLP UD]OLĀLWR SULPDMX L SUHQRVH VLJQDOH L] VSROMDåQMH
VUHGLQH ,DNR VH RYH þHOLMH YHRPD UHWNR VUHþX X DGXOWQRP WNLYX X
EXGXþLP LVWUDçLYDQMLPD EL WUHEDOR LVSLWDWL QD NRMH QDĀLQH GROD]L GR
SUHQRVDUD]OLĀLWLKVLJQDODXELRKHPLMVNHVLJQDOHDNRMLVDGUXJHVWUDQH




Rezultati studije o hiperplaziji BAT kod pacova tokom izlaganja
KODGQRþL L WRNRP UD]YRMD IHWDOQRJ KXPDQRJ %$7 SHULRGX ĀRYHND
SRND]DOL VX GD VH X RVQRYL SRYHþDQMD PDVH WNLYD QDOD]L KLSHUSOD]LMD
SUHNXUVRUVNLK DGLSRFLWQLK L HQGRWHOVNLK þHOLMD L GD MH RYDM SURFHV SRG
VWURJRP NRQWURORP RGJRYDUDMXþLK WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD 1D RVQRYX
GRELMHQLKUH]XOWDWDPRJXVHL]YHVWLVOHGHþL]DNOMXĀFL
 ,]ODJDQMHSDFRYDKODGQRþLDNWLYLUDWHUPRJHQLSURJUDPX%$7NRML
MH SUDþHQ VLQKURQL]RYDQRP WUDQVNULSFLRQRP L WUDQVODFLRQRP
DNWLYDFLMRPNOMXĀQLK UHJXODWRUQLKSURWHLQD WHUPRJHQRJSURJUDPD
² 8&3 33$5Ǆ L 3*&ǂ  VDW (NVSUHVLMD RYLK SURWHLQD MH
pokazana u humanom fBAT i zajedno sa ekspresijom
HVWURJHQVNLK UHFHSWRUD XND]XMH QD VOLĀQH PHKDQL]PH DNWLYDFLMH
WHUPRJHQRJSURJUDPD%$7NDRXVOXĀDMX%$7SDFRYD
 3RYHþDQMH WHUPRJHQRJ NDSDFLWHWD %$7 SDFRYD QD
XOWUDVWUXNWXUQRP QLYRX MH SUDþHQR SRYHþDQRP ]DVWXSOMHQRåþX
PLWRKRQGULMD QMLKRYRP GHRERP L IX]LMRP R ĀHPX VYHGRĀL
SRYHþDQDHNVSUHVLMD'USL0IQ
 3RUHG 33$5Ǆ L]ODJDQMH SDFRYD KODGQRþL GRYRGL GR HNVSUHVLMH
GUXJLK LVSLWLYDQLK WUDQVNULSFLRQLK IDNWRUD 33$5ĵ./)./)
0\I1UILUHSUHVLMH&(%3ǂ
 +LSHUSOD]LMD %$7 SDFRYD L I%$7 SUDþHQD MH SRYHþDQMHP EURMD
SUHDGLSRFLWD HQGRWHOVNLK þHOLMD L LQWHUVWLFLMVNLK þHOLMD åWR MH
XRĀHQR QD QLYRX VYHWORVQH L HOHNWURQVNHPLNURVNRSLMH 8 RVQRYL
SUROLIHUDFLMH QDOD]L VH SRYHþDQD WNLYQD L SURWHLQVND HNVSUHVLMD
PCNA i Ki-67 pokazana u ovoj studiji.
 Hiperplaziji BAT pacova i fBAT doprinosi intenzivirana
DQJLRJHQH]D R ĀHPX VYHGRĀL SRYHþDQMH HNVSUHVLMH 9(*) L
endoglina.
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 8 YH]L VD SUROLIHUDWLYQRP VSRVREQRåþX SRND]DQR MH GD VX
adipogeneza i angiogeneza vremenski i prostorno povezane, i da
VH RYL SURFHVL RGYLMDMX QDMYHþLP GHORP X DGLSRJHQRïDQJLRJHQLP
klasterima, kako u BAT pacova, tako i u humanom fBAT.
 Hiperplazija BAT pacova i fBAT podrazumeva aktivno
UHPRGHOLUDQMH YDQþHOLMVNRJPDWULNVDSRVHEQR L]UDçHQRRNRþHOLMD
u procesu proliferacije i oko adipogeno-angiogenih klastera.
Uzeti zajedno, rezultati ukazuju na visoko-koordinisanu regulaciju
JHQVNH L SURWHLQVNH HNVSUHVLMH SUDþHQX RGJRYDUDMXþLP VWUXNWXUQLP
SURPHQDPDWRNRPKODGQRþRPLQGXNRYDQHKLSHUSOD]LMH%$7SDFRYDNDR
i tokom razvoja BAT u humanom fetusu u cilju termogenog
osposobljavanja fBAT. Razumevanje mehanizama koji dovode do
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BAT engl. brown adipose tissue – mrko masno tkivo
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KLF engl. Krüppel-like factor
mtDNK mitohondrijalna dezoksiribonukleinska kiselina
NRF1 engl. nuclear respiratory factor
Mfn2 mitofuzin
Drp1 engl. dinamin-related protein 1
VEGF engl. vascular endothelial growth factor
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BMP engl. bone morphogenic proteins
FABP4 engl. fatty acid binding protein 4
Myf5 engl. myogenic regulatory factor 5
PRDM16 engl. PRD1-BF1-RIZ1 homologous domain-containing 16
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